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La homeostasis de cationes es fundamental para las células vivas.Parámetros fisiológicos de relevante importancia para la célula como son elvolumen celular, el pH intracelular, el potencial de membrana o la concentracióninterna de cationes dependen de los sistemas de entrada y salida de los principalescationes celulares, como son el sodio y el potasio.En este trabajo de Tesis hemos utilizado la levadura Hansenula polymorphapara avanzar en el estudio de la homeostasis de cationes en levaduras.
H. polymorpha es una levadura “no convencional” de gran interés y potencialutilidad en procesos biotecnológicos. Se trata de una levadura metilotrófica ytermotolerante, capaz de crecer a más de 50 ºC. De igual manera que en lalevadura Saccharomyces cerevisiae, H. polymorpha posee dos genes que participanen el transporte de potasio, pero a diferencia de lo que sucede en la levaduramodelo en la que ambos genes pertenecen a la misma familia (TRK1,2), en H.
polymorpha existe sólo un representante de Trk (TRK1) y otro genfilogenéticamente diferente, denominado HAK1 (High-Affinity-K+). Utilizandomutantes en los sistemas de transporte de potasio de esta levadura, hemoscaracterizado los requerimientos de potasio y la tolerancia a sal, hemos estudiadolos flujos de potasio y sodio y asimismo hemos identificado algunos procesosimplicados en su regulación.Los resultados de este trabajo mostraron que la disrupción de alguno delos genes, HAK1 o TRK1, condujo a un crecimiento defectuoso a concentracionesbajas de potasio, siendo este hecho especialmente relevante en el caso de ladisrupción de HAK1. Los ensayos de flujo de Rb⁺,	 como	 catión	 análogo	 al	 K⁺,	demostraron que el transportador Hak1 tiene una alta afinidad de absorción,mientras que la afinidad estimada para Trk1 fue varias veces inferior. Además, seconcluyó que la expresión de HAK1 se induce en condiciones limitantes de K⁺	 y	
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Cation homeostasis is essential for living cells. Important physiologicalparameters for the cell such as cell volume, intracellular pH, membrane potentialor the internal cation concentration are affected by the influx and efflux systems ofpotassium and sodium alkali cations.In this work we have used Hansenula polymorpha to advance in the studyof cation homeostasis in yeast. H. polymorpha is a methylotrophic thermotolerantnon-conventional yeast. The increasing interest on this organism is based on thegreat diversity of areas in which it can be useful, for example in the field ofindustrial microbiology. Unlike what happens in the model yeast Saccharomyces
cerevisiae, in which the two genes involved in potassium transport belong to thesame family of transporters (TRK1,2), in H. polymorpha there is only onerepresentative of Trk (TRK1) and another phylogenetically different gene, called
HAK1 (High-Affinity-K⁺).	Using	mutants	in	the	potassium	transport systems of thisyeast, we have characterized the potassium requirements and salt tolerance, wehave studied the potassium and sodium fluxes and we have also identified someprocesses involved in their regulation.The results of this study showed that the disruption of any of the genes,
TRK1 or HAK1, led to an impaired growth at low potassium concentrations, beingthis fact particularly important in the case of the disruption of HAK1. The Rb⁺	(K⁺)	uptake rates showed high affinity of Hak1 for K⁺,	while	 the affinity estimated forTrk1 was several orders of magnitude lower. Furthermore it was concluded that
HAK1 expression is induced at limiting-K⁺	 conditions	 and	 is	 regulated	 by	 the	presence of K⁺,	while	TRK1	is	not	regulated	transcriptionally.With respect to sodium transport, it has been demonstrated that there isno specific high-affinity transport for this cation. When compared to wild type,strains lacking Trk1 transporter have a greater sensitivity to sodium and lithium,accumulate higher amounts of these cations during growth, have a faster transport
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of these cations and exhibit increased HAK1 expression. Using calcineurin mutants,we have demonstrated that this phosphatase protein plays a role in the regulationof these processes. The results suggest that Hak1 functions as a sodium (lithium)transporter under certain conditions, and we propose that TRK1 has afundamental role in salt tolerance acting directly or indirectly through HAK1. Thisidea is in agreement with the proposal that Trk transporters may have additionalfunctions to potassium transport.Finally, it is worth mentioning that for the first time the relative plasma-membrane potential was measured in H. polymorpha. Contrary to what ispublished for the model yeast S. cerevisiae, disruption of transport genes or K⁺-starvation generates a cellular depolarization that can be related to the mediumacidification capacity of these yeasts. This behavior produces interesting questionsthat remained open for future research.
1.HOMEOSTASIS DE IONES EN LEVADURAS




Las levaduras son células eucariotas simples, que se han convertido enmodelo importante para el estudio de numerosos aspectos fundamentales de labiología celular eucariota ya que aportan numerosas ventajas experimentales. Setrata de organismos unicelulares, fáciles de manipular, baratos de obtener ycultivar, tienen una alta velocidad de generación, sin olvidar su fácil manipulacióngenética (Goffeau et al., 1996; Botstein et al., 1997). Las levaduras prosperantípicamente en hábitats con azucares, tales como frutos, flores y cortezas de losárboles. Un buen número de ellas vive como simbionte de animales, especialmenteinsectos y algunas son patógenas para plantas y animales, incluido el hombre.Las levaduras se usan actualmente en diferentes procesos industrialescomo en la elaboración de vino o cerveza, en la industria panadera o en laproducción de una gran variedad de productos bioquímicos como por ejemplo enla obtención de etanol. Además, éstas también son responsables del deterioro dealimentos y bebidas, y algunas otras presentan interés desde el punto de vistamédico por ejemplo en la producción de antibióticos (Boekhout y Kurtzman, 1996;Wolf, 1996; Boekhout y Robert, 2003).
Saccharomyces cerevisiae es la levadura modelo por excelencia sobre la quese han centrado la mayor parte de los recursos e investigaciones llevadas a cabo.Sin embargo, existen una gran variedad de levaduras que hoy en día estándemostrando ser de gran interés por las diversas propiedades que presentan yconfieren ciertas ventajas significativas frente a S. cerevisiae. De hecho, estaslevaduras denominadas no convencionales, se utilizan actualmente en el estudio yla producción de polisacáridos, aditivos alimentarios, combustibles, productosquímicos y, más recientemente, productos de interés farmacéutico y terapéutico(Wolf, 1996; Flores et al., 2000; Wolf et al., 2003).El interés, cada vez más creciente, del uso de las levaduras noconvencionales promovido por los continuos avances en áreas como la ingenieríagenética y la bioinformática está permitiendo que se avance en el estudio de lasbases fisiológicas y bioquímicas de estas levaduras, de las que se dispone escasa
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información en comparación con la levadura modelo S. cerevisiae (Flores et al.,2000). Es el caso por ejemplo de la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombeque es actualmente la especie más utilizada en estudios sobre ciclo celular ymorfogénesis y se está convirtiendo en el modelo a utilizar en este campo, más aúndesde que su genoma fue totalmente secuenciado (Wood et al., 2002). Este interésde conocimiento promueve no solo el avance en el estudio de las levaduras sinotambién en el descubrimiento de las mismas.
1. HOMEOSTASIS DE IONES EN LEVADURAS
La importancia de los cationes metálicos alcalinos en la fisiología celular,incluyendo su transporte dentro y fuera de la célula, ha sido de gran interéscientífico desde hace más de 100 años. Muy pronto se descubrió que, mientras queel potasio es altamente acumulado en diferentes tipos de células vivas y esindispensable para muchas funciones fisiológicas, el sodio es tóxico y enconcentraciones más altas se vuelve letal.Desde hace más de 50 años, las células de levaduras, entre otros tipos decélulas, se han desarrollado como un modelo ideal para estudiar el transporte y lahomeostasis de cationes alcalinos, ya que una de las características que tienen esla capacidad de adaptarse con éxito a una variedad de perturbaciones ambientales,incluyendo iónica, osmótica y el estrés por pH (Rodríguez-Navarro A, 2000;Hohmann S, 2002; Peñalva y Arst, 2002; Eddy y Barnett, 2007). Todos estosestreses tienen un impacto importante en las concentraciones intracelulares deK⁺/Na⁺ y otros parámetros fisiológicos importantes de la célula, tales como elvolumen celular, el potencial de membrana plasmática y el pH intracelular(Jennings, 1995). Estos parámetros fisiológicos son fundamentales para el correctofuncionamiento de los procesos celulares, tales como la progresión del ciclo celulary la síntesis de proteínas y, a menudo, están vinculados entre sí (Ariño et al.,2010). Por ejemplo, el volumen celular determina la concentración de moléculas,
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incluyendo K⁺, Na⁺ y H⁺; y los niveles de potasio y sodio intracelular y extracelulartienen un gran impacto sobre el pH intracelular, el potencial de membranaplasmática y las actividades enzimáticas (Almagro et al., 2001). Por lo tanto una delas propiedades fundamentales de todas las células es la homeostasis de iones,manteniendo los niveles de estos parámetros dentro de un rango óptimo para lossistemas celulares. Esto se logra a través de los transportadores de iones y sussistemas de regulación, enzimas reguladoras, las vías de señalización celular y elmetabolismo celular  (Ariño et al., 2010).Las levaduras son capaces de crecer en un amplio intervalo deconcentraciones externas de K⁺	(10	µM a 2,5 M) y Na⁺	(<1,5	M),	y	algunas	especies	de levaduras no convencionales halotolerantes pueden crecer incluso ensoluciones salinas casi saturadas. Aunque la mayoría de las levadurasnormalmente no necesitan elevadas concentraciones de sodio para vivir, éstassuelen enfrentarse a situaciones en las que la cantidad de sodio (tóxico) en elmedio ambiente es mucho mayor respecto al potasio requerido. En estascircunstancias las células consumen una gran cantidad de energía acumulando lasuficiente cantidad intracelular de potasio y manteniendo baja la concentración desodio citosólico.Para mantener una concentración intracelular óptima de los iones depotasio y un estable y alto ratio intracelular K⁺/Na⁺,	 las	 células	 de	 levadura	emplean tres posibles mecanismos (Rodríguez-Navarro, 2000; Ariño et al., 2010):
- Discriminación estricta entre los cationes alcalinos en el transporte anivel de membrana plasmática, es decir, transportadores que muestranuna mayor afinidad por el transporte de potasio que del sodio.
- Alta eficiencia de expulsión de cationes tóxicos o que se encuentren enexceso en el interior celular.
- Secuestro selectivo, compartimentalización de cationes en orgánulosintracelulares.
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Todo ello se lleva a cabo ya que en las células de levadura existen sistemasde transporte tanto en la membrana plasmática como en la membrana de losorgánulos, que median los flujos de cationes alcalinos con diferencias en laespecificidad por el sustrato y usando diversos mecanismos, como por ejemploATPasas de intercambio de cationes, sistemas de simporte o antiporte activo, ytransporte pasivo a través de canales (Figura 1).
Figura 1. Esquema de los principales sistemas proteicos implicados en el transporte de
cationes descritos para la levadura modelo Saccharomyces cerevisiae. Adaptado deAriño et al., 2010.
Hasta hoy han sido caracterizados más de diez transportadores de cationesalcalinos específicos en S. cerevisiae (Tabla 1) y existe una fuerte evidencia apensar que algunos transportadores adicionales, que han sido demostradosexperimentalmente, pronto se definirán a nivel molecular (Ariño et al., 2010;Petrezselyova et al., 2013).
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Tabla 1. Transportadores de cationes alcalinos de Saccharomyces cerevisiae. Adaptado deAriño et al., 2010
Nombre Localizacióna Tipo detransportador Sustrato específicob Función principalTrk1 MP Uniportador K⁺, Rb⁺ Entrada de K⁺Trk2 MP Uniportador K⁺, Rb⁺ Entrada de K⁺Tok1 MP Canal K⁺ Salida de potasioEna1 MP ATPasa Na⁺,	Li⁺, K⁺,	Rb⁺ DetoxificaciónNha1 MP Antiportador K⁺,	Na⁺, Li⁺,	Rb⁺ Salida de potasioPho89 MP Simportador Na⁺,	Pi Entrada de PiNSC1 MP Canal Cationesmono/bivalentes DesconocidaKha1 CG Antiportador K⁺, Li⁺,	Na⁺ DetoxificaciónNhx1 ET Antiportador Na⁺, Rb⁺, K⁺,	Li⁺ Detoxificación, tráficode vesículasVnx1 VAC Antiportador Na⁺,	K⁺ DetoxificaciónVhc1 VAC Simportador K⁺,	Cl¯ Detoxificacióna MP, membrana plasmática; CG, complejo de Golgi; ET, endosoma tardío; VAC, vacuola.bNegrita, sustrato preferido; Cursiva, sustrato predicho mediante observación fenotípica
Muchas de las proteínas enumeradas anteriormente participan en eltransporte de cationes mediante un mecanismo antiporte, un intercambio decationes alcalinos por protones a través de las membranas, que sirve como fuentede energía para bombear cationes en contra de sus gradientes. Sin embargo, enalgunos casos (por ejemplo, la alcalinización repentina del citosol a alto pHexterno), las células pueden utilizar el gradiente de potasio a través de lamembrana plasmática hacia el exterior como una fuerza propulsora para eltransporte de protones en contra de su gradiente (Bañuelos et al., 1998). LasATPasas de las vacuolas y de la membrana plasmática (transportadores activosprimarios) son las encargadas de acumular el gradiente de protones necesariopara que funcionen los antiportadores activos secundarios localizados en la
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membrana plasmática y de los orgánulos. Estas H⁺-ATPasas colaboranconjuntamente en el mantenimiento de la homeostasis del pH citosólico, de hechohay evidencias de que son funcionalmente interdependientes y que estánreguladas coordinándose en múltiples niveles (Martínez-Muñoz y Kane, 2008).En las células de levadura, la H⁺-ATPasa codificada por el gen PMA1 es laproteína más abundante en la membrana plasmática. Es muy estable y consume almenos el 20% del ATP celular (Morsomme et al., 2000; Ambesi et al., 2000). Através de su actividad electrogénica crea el gradiente electroquímico de protonesindispensable para la funcionalidad de los antiportadores y simportadores activossecundarios. Su actividad está fuertemente regulada por el metabolismo y lascondiciones fisiológicas de las células. Por ejemplo, su actividad está reguladapositivamente en respuesta a la presencia de glucosa externa, a la disminución delpH intracelular o al aumento de la captación de potasio (Serrano, 1983;Seto-Young y Perlin, 1991). Además, S. cerevisiae posee una segunda H⁺-ATPasa dela membrana plasmática, Pma2, la cual no es esencial y con un impacto menor enla homeostasis de cationes (Schlesser et al., 1988).Respecto a la ATPasa vacuolar de las levaduras (codificada por el gen
VMA1 en el caso de S. cerevisiae), cabe mencionar que ésta juega un papel crucialen la acidificación del lumen de las vacuolas y es indispensable para el buenfuncionamiento de otros orgánulos, donde puede existir en distintas formas y bajoregulación selectiva (Samarao et al., 2009; Saroussi y Nelson, 2009). Toda lainformación de la que se dispone hasta ahora parece indicar que, su actividad creael gradiente de protones a través de las membranas de los orgánulos que, a su vez,media la función de los antiportadores (catión/H⁺) de los orgánulos (Martínez-Muñoz y Kane, 2008).
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1.1. La homeostasis de potasio y sodio en levaduras
La homeostasis iónica es un proceso fundamental para todos los seresvivos y en este sentido el potasio es el catión más abundante en el interior de lascélulas vivas, cuya concentración puede variar entre 100-500 mM en las levaduras.El potasio está implicado en diversos parámetros fisiológicos, tales como turgor,potencial de membrana, fuerza iónica o pH intracelular, y se acumula en contra degradientes, gracias a la actividad de diversos sistemas de transporte. Por elcontrario, las concentraciones de sodio, el catión más abundante en la mayoría deambientes naturales, son entre uno y dos órdenes de magnitud inferiores que lasdel potasio. De esta manera, la presencia de elevadas concentraciones de sodio enel medio es un factor de estrés para la mayoría de seres vivos, que se intoxicandebido a la acumulación de este catión (Serrano et al., 1999). Recientemente se hadescrito que la levadura halófila y xerófila Wallemia ichthyophaga, la cual esmetabólicamente activa a concentraciones de NaCl saturadas y cuyo genoma seestá secuenciando actualmente, podría ser la primera levadura que requiere altosodio para crecer (comunicación oral).Todas las células vivas son metabólicamente dependientes de una altaconcentración intracelular de potasio (∼150 mM), y para ello empleanfundamentalmente dos estrategias diferentes para mantener esta altaconcentración interna de potasio en contra de las bajas concentraciones externaspresentes (<10 mM). En las células animales, la absorción de potasio está acopladaquímicamente a la expulsión de iones de sodio impulsada por ATP, y la difusión deiones de K⁺ hacia concentraciones externas de 1-10 mM determina un voltaje demembrana en reposo de -70 a -90 mV. Por el contrario, la mayoría de las célulasvegetales, hongos, y bacterias poseen una bomba de protones de extrusiónfuertemente electrogénica, y los flujos de entrada de potasio son impulsados por elvoltaje de la membrana, que puede ir más allá de los -300 mV (Slayman y Sanders,1985;  Blatt y Slayman, 1987)
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Por lo menos cuatro modos de absorción de K⁺ se producen en estascélulas: i) difusión rápida a través de canales específicos de potasio (Schroeder,1988; Lebaudy et al., 2007), ii) facilitación simple o difusión facilitada: un flujolento mediado por una proteína; iii) transporte activo secundario: H⁺ o Na⁺acoplado al simporte de iones de potasio (Rodríguez-Navarro et al., 1986;Maathuis y Sanders, 1994; Rubio et al., 1995; Rodríguez-Navarro y Rubio, 2006;Ariño et al., 2010); y iv) en algunas especies, el ATP-acoplado a la bomba deentrada de K⁺ (de Souza y Gomes, 1998; Benito et al., 2004). Los modos ii y iii sehan atribuido a dos grandes clases distintas de proteínas de transportegeneralmente denominadas Trk  y Kup en bacterias, y Trk (o Hkt) y Hak en plantasy hongos (Rivetta et al., 2013)En las células de levadura se mantiene un alto contenido de potasio graciasal equilibrio del flujo de entrada y salida del catión a través de la membranaplasmática necesario para las funciones fisiológicas básicas (Ortega yRodríguez-Navarro, 1985; Lapathitis y Kotyk, 1998). Este es el caso delmantenimiento del potencial a través de la membrana plasmática, donde laausencia de sistemas de entrada de potasio puede producir una hiperpolarizaciónde la membrana, mientras que la delección de sistemas de transporte de salidapuede dar lugar a una despolarización de la misma (Madrid et al., 1998;Kinclova-Zimmermannova et al., 2006; Marešová et al., 2006).La electronegatividad dentro de la célula debe permanecer en equilibrio, espor ello que cuando el ratio extracelular Na⁺/K⁺ excede aproximadamente hasta700:1 y cantidades significativamente altas de sodio entran en la célula, debensalir cantidades equivalentes de potasio para mantener dicha electronegatividad.La levadura S. cerevisiae, cuando crece en condiciones estándar donde lascantidades de sodio son insignificantes, presenta una concentración intracelularde potasio de 200 a 300 mM (dependiendo del medio y de la cepa) y estaconcentración decrece con la entrada de sodio a la célula. El crecimiento de lacélula puede verse inhibido conforme la concentración interna de sodio seaproxime a la del potasio, llegando a provocar este aumento en la concentración
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de Na⁺	la	propia	muerte	celular (Rodríguez-Navarro y Ramos, 1984; Murguia et al.,1996). Es por ello que tanto los organismos procariotas como los eucariotas handesarrollado sistemas eficaces para la acumulación de potasio y expulsión desodio, con el fin de mantener los gradientes de K⁺/Na⁺	 estables	 a	 través	 de	 la	membrana (Bakker, 1992).
1.2. La homeostasis de potasio y sodio en S. cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae está considerada como la levadura modelo porexcelencia y existe gran cantidad de información sobre este organismo. Fue en ladécada de los 50 cuándo por primera vez se publicaron los primeros trabajosrelativos al estudio del transporte de potasio en S. cerevisiae de la mano deConway y O’Malley (1946) por un lado, y de Rothstein y Enns (1946) por otro.Estos autores demostraron que en la levadura, el potasio se transportaba graciasal intercambio de protones, y propusieron por primera vez: la existencia de untransportador de la membrana plasmática que poseía una mayor afinidad por elpotasio que por otros cationes (Conway y Duggan, 1958); el efecto del pH externosobre la capacidad de las células de levaduras para diferenciar entre K⁺	 y	 Na⁺(Armstrong y Rothstein, 1964); la inhibición competitiva de la captación depotasio por otros cationes alcalinos; y además, presentaron el primer modelorepresentativo de la cinética de inhibición (Armstrong y Rothstein, 1967).Hoy en día, es mucha la información de la que se dispone sobre lahomeostasis de potasio en la levadura modelo. Se sabe que los dos sistemasespecíficos en el transporte de potasio en S. cerevisiae están codificados por losgenes TRK1 y TRK2, los cuales están muy regulados y pueden funcionar con alta obaja afinidad, Trk1 y Trk2 respectivamente (Ko y Gaber, 1991; Calero et al., 2000;Bertl et al., 2003; Michel et al., 2006). Además, sabemos que en ausencia de ambostransportadores Trk, existe un mecanismo de transporte no específico, que aún noestá plenamente caracterizado, y en el que están implicados por un ladotransportadores de otros sustratos (aminoácidos, azucares) (Madrid et al., 1998) y
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por otro lado, un canal no específico de cationes denominado NSC1, cuyo gen no hasido aún identificado (Bihler et al., 1998).Respecto al sodio, se ha demostrado que no hay un transportadorespecífico para la entrada de sodio en la levadura S. cerevisiae, de hecho el sodiosólo entra en la célula de forma significativa cuando hay una alta concentraciónexterna del mismo. Esta idea fue aceptada cuando Conway y Duggan(1958), y Armstrong y Rothstein (1964) propusieron que existen transportadoresde cationes, diferentes a los cationes alcalinos, y se reforzó la idea cuando sedemostró que el sodio se une al sitio de activación de los transportadores depotasio, afectando así al transporte de Rb⁺ y K⁺ (Borst-Pauwels, 1981). De estaforma el sodio es capaz de inhibir eficazmente la absorción de potasio al interiorcelular en las cepas silvestres, y por lo tanto Trk1 acepta y transporta Na⁺,	además	de K Ramos et al., 1985). Por otro ladose ha demostrado que en ausencia de Trk1, el transportador Trk2 acumula másNacapaces de discriminar entre K⁺	 y	Na⁺	 (Gómez et al., 1996). A este respecto, esimportante señalar que, en ausencia de calcio, el canal NSC1, mencionadoanteriormente, también transporta sodio o litio (Bihler et al., 1998). Se hacomprobado que el sodio permite recuperar el volumen de la célula, el pH celular yel crecimiento cuando el potasio es limitante. También se ha identificado el gen
PHO89 que codifica una proteína que lleva a cabo el simporte Na⁺/Pi. Latranscripción de este gen está restringida a condiciones de Pi limitante y laactividad de la proteína depende del pH alcalino y de la presencia de sodio en elmedio (Martínez y Persson, 1998; Pattison-Granberg y Persson, 2000).Por otro lado, la existencia de procesos implicados en la expulsión depotasio en S. cerevisiae es evidente desde hace mucho tiempo. Actualmente, existeuna fuerte evidencia experimental de que al menos tres transportadores distintospueden contribuir a la expulsión de potasio de la célula, dependiendo de lascondiciones fisiológicas. Dos de ellos, Ena1 y Nha1, fueron identificados en unprimer momento como sistemas de expulsión de sodio, pero se ha demostrado que
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éstos son capaces también de llevar a cabo un intercambio de K⁺/H⁺ (Bañuelos
et al., 1998, Benito et al., 2002; Kinclova-Zimmermannova et al., 2006; Ruiz yAriño, 2007). El tercer transportador, denominado Tok1, es el único sistema deexpulsión específico para el potasio existente de S. cerevisiae (Ketchum et al.,1995; Marešová et al., 2006). Se ha propuesto que en determinadas condiciones eltransportador Tok1 podría mediar en la entrada de potasio a la célula. Tok1 puedeconsiderarse como el primer miembro de una familia de canales selectivosdependientes del voltaje para el potasio, ya que en determinadas condicionespuede transportar potasio del exterior al interior de las células, esto se hademostrado en los mutantes trk1trk2 donde la expresión constitutiva del genaumenta la acumulación de potasio de la célula (Fairman et al., 1999).Al mismo tiempo, las células de S. cerevisiae utilizan dos tipos de sistemasde expulsión de su membrana plasmática para mantener una baja concentracióncitosólica de cationes tóxicos (sodio o litio), codificados por los genes ENA y NHA1.Estos sistemas se complementan entre sí en la detoxificación, pero se diferenciantanto en el mecanismo de transporte como en la regulación de su expresión y suactividad (Ariño et al., 2010). Los genes ENA codifican ATPasas que, además deexpulsar de forma efectiva el sodio y litio de la célula, también pueden implicarseen la salida de potasio de la misma (Benito et al., 2002). La levadura S. cerevisiaecontiene diversas copias de genes que codifican proteínas Ena muy similares. Elnúmero de copias varía en función de la cepa, de una a cinco copias (Haro et al.,1991; Garciadeblas et al., 1993). El grupo ENA (particularmente ENA1) es un factordeterminante para la tolerancia a sodio de S. cerevisiae. La expresión de ENA1 esinducida por sodio, litio y pH alcalino, y está regulado por la calcineurina. Sudelección provoca una alta sensibilidad a los cationes sodio y litio y un crecimientodeficiente a pH alcalino, mientras que la expresión de ENA1 restaura la tolerancia aestos cationes (Haro et al., 1991; Mendoza et al., 1994; Hirata et al., 1995;Mendizabal et al., 2001; Platara et al., 2006). Por otro lado, NHA1 codifica unantiportador Na⁺/H⁺ que contribuye a la detoxificación de Na⁺	 y	 Li⁺	 de	manera	significativa aunque no crucial y que, a su vez, puede estar implicado también en laexpulsión de potasio de la célula (Bañuelos et al., 1998; Kinclova-Zimmermannova
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et al., 2006). Cuando el pH del citoplasma se eleva, Nha1 contribuye en eltamponamiento del citosol utilizando la salida de Na⁺	o	K⁺	para	tomar	protones. Alcontrario de lo que ocurre con ENA1, NHA1 presenta una transcripciónconstitutiva muy baja que no se induce por sales, cambios del pH o shockosmótico, lo que sugiere que Nha1 tiene una función de “limpieza” en lahomeostasis de potasio y pH intracelular. Además, se ha demostrado que, Nha1participa en otros procesos celulares como, por ejemplo, en la regulación del ciclocelular, el volumen celular o el potencial de membrana (Ariño et al., 2010).
1.2.1. Los transportadores de potasio Trk1 y Trk2 en S. cerevisiae
La biología molecular del transporte de potasio en levaduras se hadesarrollado rápidamente desde que en la década de los 90 se publicó la existenciade un proceso de transporte de potasio con alta afinidad y la obtención del primermutante para dicho transporte (Rodríguez-Navarro y Ramos, 1984; Ramos et al.,1985). Gaber y sus colaboradores fueron los primeros en publicar en una serie deartículos relacionados, la identificación y caracterización de los genes quecodifican los dos transportadores principales involucrados en la absorción depotasio en S. cerevisiae, los genes TRK1 y TRK2, cuyo nombre se asignó a partir delacrónimo de su función en inglés (“TRansport of K⁺”) (Gaber et al., 1988; Ko et al.,1990; Ko et al., 1991).
TRK1 fue el primer gen aislado y estudiado, de un transportador de potasiode una célula eucariota no animal. Se ha demostrado que el gen TRK1 no esesencial en S. cerevisiae ya que las cepas que carecen de este gen pueden crecer,aunque para ello necesitan altas concentraciones de K⁺ en el medio comoconsecuencia de su capacidad reducida de transporte para este catión (Gaber et al.,1988). En una cepa silvestre, la mayor parte del transporte de potasio es llevado acabo por Trk1, el cual puede actuar como un transportador de baja o alta afinidaddependiendo del crecimiento y estado de la célula. Cuando las células crecen encondiciones no limitantes de potasio el transportador Trk1 funciona con bajaafinidad, pero tras un período de ayuno de potasio o en condiciones de potasio
Introducción
23
limitado el transportador se activa y funciona con alta afinidad por dicho catión(Rodríguez-Navarro y Ramos, 1984; Gaber et al., 1988).Trk2 también transporta potasio con una afinidad media/alta por el catión.En comparación con el gen TRK1, TRK2 se expresa de forma muy pobre encondiciones estándar, y su actividad queda enmascarada por la presencia de TRK1.Trk2 tiene un papel secundario en el transporte de K⁺,	 a	 pesar	 de	 que	 ambos	sistemas Trk presentan afinidades similares por el potasio (Km= 20 – 50 μM) y porel rubidio (Km= 0,1 – 0,3 mM), y su mutación prácticamente no tiene fenotipo enuna cepa silvestre de S. cerevisiae. El efecto de la mutación de TRK2 es únicamenteobservable en cepas carentes de su homólogo TRK1 (Ramos et al., 1994;Rodríguez-Navarro, 2000).Las proteínas Trk1 y Trk2 son idénticas en un 55 % de su secuencia yambas muestran una estructura con 8 dominios transmembrana y 4 dominiosMPM (membrana-poro-membrana). El gen TRK1 codifica una proteína de1235 aminoácidos mientras que el gen TRK2 codifica una proteína más corta,de 889 aminoácidos (Gaber et al., 1988; Ko et al., 1991).  Por último, cabe destacarque, sorprendentemente la mayoría de genes TRK identificados hasta ahora enotras levaduras son más similares a TRK2 que a TRK1 (Ariño et al., 2010) y que, seha identificado una función secundaria de los transportadores Trk, los cualespueden participan también en la expulsión de cloruro (Bihler et al. 1999; Kuroda
et al., 2004).Se ha demostrado además que, en aquellas cepas que carecen de los dostransportadores de potasio Trk, es evidente un proceso ectópico de potasio. Esteproceso Trk-independiente aún no ha sido caracterizado completamente peromuestra una entrada de baja afinidad por el catión (Km en el rango mM) debido auna hiperpolarización de la membrana, que también produce una mayor captaciónde otros cationes como Na⁺	y	Li⁺.	De	hecho,	 la	entrada	de	K⁺	a	 través	de	Trk1	y	Trk2 podría intervenir previniendo una excesiva polarización de la membranafrente a cambios externos de pH (Madrid et al., 1998).
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Regulación de la actividad de Trk1 y Trk2
La regulación de la actividad del sistema Trk afecta a la concentraciónintracelular de potasio y a la turgencia de las células (Merchan et al., 2004), alpotencial eléctrico de membrana (Mulet et al., 1999), y al pH intracelular(Yenush et al., 2002). Estudios genéticos llevados a cabo en levadura hanidentificado varias proteínas implicadas en la regulación del transporte de potasio(Figura 2).
Figura 2. Esquema de los principales reguladores que actúan de manera directa sobre la
actividad de Trk1 y Trk2. Adaptado de Ariño et al., 2010.
La actividad de los transportadores Trk1 y Trk2 está reguladapositivamente por: las proteínas quinasas Hal4 y Hal5 (Pérez-Valle et al., 2007,2010); la fosfatasa Cnb1 (calcineurina), que ha sido descrita como necesaria parala activación de Trk por estrés causado por sodio (Mendoza et al., 1994; Casado
et al., 2010); y recientemente también se ha propuesto la proteína quinasa Snf1que se activa en condiciones de estrés (Portillo et al., 2005). Este aumento de laactividad transportadora de potasio de Trk, incrementa la entrada de potasio yreduce el potencial de membrana, lo que reduce a su vez la captación de cationes
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tóxicos e incrementa la tolerancia a sal (Mulet et al., 1999). Por otro lado,proteínas fosfatasas como Ppz1,2 (Yenush et al., 2002) y la proteína quinasa Sky1son los principales inhibidores de la actividad de Trk (Forment et al., 2002).El progreso de la biología molecular, sobre todo a partir del desarrollo detécnicas “ómicas” para la obtención de datos a gran escala, está permitiendo elavance en el conocimiento de los seres vivos en diferentes niveles y esto no es unaexcepción en el estudio de la homeostasis de iones en levaduras. Gracias a lagenómica, proteómica, transcriptómica, metabolómica, etc., la denominada“biología de sistemas” está desarrollando una aproximación global al estudio de lahomeostasis de iones. De hecho, en los últimos años se ha avanzado en elentendimiento de la regulación de los flujos de potasio gracias a la informaciónaportada por la búsqueda e identificación de genes implicados (Barreto et al.,2011), el estudio de modelos matemáticos para los mecanismos de homeostasis(Kahm et al., 2012; Ke et al., 2013) y las aproximaciones proteómicas en el estudiode la adaptación a diversas fases del crecimiento y al ayuno de potasio de
S. cerevisiae (Curto et al., 2010; Gelis et al., 2012).
1.3. La homeostasis de potasio y sodio en levaduras no
convencionales
Todas las especies necesitan regular las concentraciones de cationesalcalinos intracelulares, por ejemplo,  manteniendo estable y alto el contenido depotasio y eliminando el exceso de sodio interno. Para este proceso todas las célulasde levadura, incluidas las no convencionales poseen sistemas eficientes yconservados en sus membranas plasmáticas para la absorción de potasio, dossistemas diferentes de expulsión de cationes alcalinos (antiportadores y ATPasas),y además, la mayoría de ellas poseen canales de cationes (Figura 3). Hoy en día,además de los transportadores de la levadura modelo S. cerevisiae, se hancaracterizado recientemente transportadores de otras especies de levaduras (noconvencionales), osmotolerantes, capaces de crecer en presencia de altas
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concentraciones de sal o azúcar, así como en especies patógenas como Candida, enlas que se cree que el mantenimiento de la homoestasis de potasio y sodiocontribuye a su patogenicidad (Ramos et al., 2011).
Figura 3. Sistemas de transporte de absorción y expulsión de potasio y/o sodio de la
membrana plasmática de las especies de levadura no convencionales. Ramos et al., 2011
Casi todas las levaduras cuyos genomas han sido secuenciados, a excepciónde Candida glabrata, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces thermotolerans,
Saccharomyces kluyveri y Zygosaccharomyces rouxii, están dotadas con más de unsistema de transporte de potasio. La existencia de dos sistemas de transporte en lamayoría de las especies de levadura refleja la importancia de tener un suministroeficiente de potasio. La identificación de sólo un gen que codifica un sistema detransporte de potasio en la cinco especies anteriores sugiere que quizás éstasdispongan de otro tipo de transporte de potasio actualmente desconocido, o quesu sistema individual Trk es lo suficientemente eficaz para satisfacer todas lasnecesidades celulares (Rodríguez-Navarro 2000; Stříbný et al., 2012).
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Hasta ahora, en las levaduras no convencionales se han identificado tressistemas de absorción de potasio eficientes, que difieren en sus mecanismos detransporte y en la estructura primaria proteica. La mayoría de estas levaduraspresentan un transportador uniportador Trk y un simportador K⁺/H⁺	denominado	Hak, y además, solamente algunas especies poseen un tercer transportador Acu,una ATPasa atípica que absorbe K⁺	 (Na⁺) (Tabla 2). La existencia de diferentessistemas de transporte de potasio en distintas combinaciones refleja la filogenia yla originalidad de los hábitats de las especies de levaduras (Ramos et al., 2011;Stříbný et al., 2012).
Tabla 2. Visión general de los genes que codifican los sistemas
de transporte activo de potasio en levaduras. Adaptado deStříbný et al., 2012.
Sistemas de absorción de K⁺
TRK1 TRK2 HAK1 ACU1
C. albicans + - + +
C. dubliniensis + - + -
C. glabrata + - - -
D. hansenii + - + -
D. occidentalis + - + -
K. lactis + - - -
K. thermotolerans + - - -
P. stipitis + - + +
S. cerevisiae + + - -
S. kluyveri + - - -
S. pombe + + - -
Y. lipolytica + - + -
Z. rouxii + - - -
Anteriormente vimos que, en la levadura S. cerevisiae, el transporte depotasio depende principalmente de Trk1, mientras que la función de la proteínaTrk2 en la absorción de potasio no es crucial y su actividad es prácticamenteindetectable en presencia de TRK1 (Ariño et al.. 2010). En las levaduras no
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convencionales han sido encontrados y caracterizados transportadorespertenecientes a la familia TRK. De entre todas estas levaduras, tan solo lalevadura Schizosaccharomyces pombe es la única que posee dos genes TRK al igualque S. cerevisiae, pero a diferencia de ésta última ambos genes son igualmenteimportantes para el transporte de potasio (Madrid et al., 1998). Las restanteslevaduras no convencionales presentan un solo representante de Trk, Trk1, quesuele actuar como transportador de baja afinidad ya que la mayoría de éstaspresentan otro sistema de absorción que hace el papel de transportador de altaafinidad por el potasio (Ramos et al., 2011). Éste otro sistema de transporte estacodificado, en muchas de estas levaduras, por los genes HAK, actuando comosimportador de K⁺/H⁺	a	través	de	la	membrana	plasmática, como en el caso de lalevadura Debaryomyces hansenii o Debaryomyces occidentalis (anteriormente
Schwanniomyces occidentalis) (Bañuelos et al., 1995, 2000; Prista et al., 2007).Cabe destacar que, se ha demostrado que en ciertas condiciones en la levadura D.
hansenii el transportador Hak1 actúa como un simportador K⁺/Na⁺.	 Además, laexpresión de DhHAK1 requiere una baja concentración externa tanto de potasiocomo de sodio, ya que en la ausencia de potasio, la presencia de sodio impide laexpresión del gen (Martínez et al., 2011). Por otro lado, la existencia de un tercertipo de sistema de captación de K⁺	mediante	ATPasas	Acu, ha sido recientementedescrita. Este sistema no está ampliamente distribuido en las levaduras noconvencionales, pero está presente en algunas de ellas, como por ejemplo Ustilago
maydis o Pichia sorbitophila. Las ATPasas Acu forman una nueva subfamilia de lasATPasas tipo P que intervienen en la captación de K(Benito et al., 2004).Asimismo, al igual que sucede con la levadura S. cerevisiae, las levaduras noconvencionales necesitan mantener una concentración adecuada de sodio ypotasio en el interior, y para ello disponen también de una serie de sistemas detransporte de expulsión que sirven para detoxificar la célula del exceso de sodio opotasio interno. De forma general, las levaduras no convencionales poseenATPasas Ena y antiportadores Nha que están altamente conservados y que actúande forma conjunta garantizando la expulsión del exceso de cationes alcalinos de la
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célula. Además, al igual que sucede en la levadura convencional S. cerevisiae, lamayor parte de estos sistemas han desarrollado también la capacidad de exportarpotasio de forma efectiva junto con los canales TOK, los cuales están altamenteconservados entre las diferentes especies de levaduras y cuya actividad esimportante para la regulación del potencial de membrana plasmática(Ramos et al., 2011).
1.3.1. El transportador de potasio Hak1
Como se ha comentado anteriormente, muchas levaduras noconvencionales contienen, además de Trk, un segundo tipo de transportador depotasio codificado por los genes HAK (High Affinity K⁺ transporter)(Rodríguez-Navarro 2000; Ramos et al., 2011).Hak1 fue identificado por primera vez en D. occidentalis, demostrandotener una homología significativa respecto al sistema Kup de Escherichia coli, unaalta afinidad por el potasio (Km = 1 µM), la no discriminación entre Rb⁺	y	K⁺,	una	pobre discriminación entre K⁺	y	Cs⁺,	y	una	fuerte	discriminación	en	contra	de	Na⁺	y Li⁺	 (Bañuelos et al., 1995). Genes ortólogos a HAK1 han sido encontrados enmuchos otros organismos, por ejemplo, en levaduras no convencionales como
D. hansenii y Candida albicans (Prista, C. et al., 2007; Miranda et al., 2009; Martínez
et al., 2011), en hongos miceliares como Neurospora crassa (Haro et al., 1999;Rivetta et al., 2013), en el musgo Physcomitrella patens (Garciadeblas et al., 2007;Benito et al., 2012) y en plantas superiores como Arabidopsis thaliana (Shabala yCuin 2008). En este último caso, los genes HAK pueden tener distintas funcionesdependiendo, por ejemplo, de su ubicación en la planta. La función precisa de estosgenes en el transporte de potasio aún está siendo determinada, de momento, se hapropuesto por ejemplo que HAK5 en A. thaliana (Gierth et al., 2005) y en
Solanum lycopersicum (Nieves-Cordones et al., 2008) contribuye a la absorción depotasio con alta afinidad por las raíces de las plantas, funcionando de manerasimilar a las proteínas de las levaduras. Asimismo, cabe destacar querecientemente ha sido descrito por primera vez un transportador de potasio
Introducción
30
codificado por un virus (de Chlorella), perteneciente a la familia HAK/KUP/KT(Greiner et al., 2011).En las levaduras, la función de Hak1 en el transporte de potasio ha sidoestudiada en dos especies de Debaryomyces, D. occidentalis (Bañuelos et al., 1995,2000) y D. hansenii (Prista et al., 2007; Martínez et al., 2011), conteniendo ambaslos genes TRK1 y HAK1. Por un lado, se observó que cuando HAK1 de D. hansenii seexpresó heterólogamente en un mutante de S. cerevisiae carente de sus propiostransportadores de potasio (trk1trk2), éste mejoró el crecimiento en condicionesde bajo potasio, la acumulación de K⁺,	y	el	transporte	de	Rb⁺	(como	análogo	al	K⁺)(Prista et al., 2007). Por otro lado, cuando HAK1 de D. occidentalis fue expresadoen un mutante doble trk1trk2 de S. cerevisiae, se observó que podía agotar elpotasio externo casi en la misma medida que la cepa silvestre de D. occidentalis.Investigaciones con N. crassa y D. occidentalis han demostrado que lostransportadores Hak trabajan como simportadores K⁺-H⁺	con	una	alta	capacidad	de captación y que se expresan bajo condiciones de ayuno de potasio. (Bañuelos
et al., 1995).Los genes HAK son numerosos en plantas y están muy extendidos enhongos, es por esto que, la función de muchos de ellos aún está siendo estudiada ycaracterizada. En el caso de D. hansenii se ha demostrado que, bajo ciertascondiciones el Na⁺	puede	sustituir los H⁺ en el transportador Hak1 de forma que,el simporte K⁺-Na⁺	 es el que actuaría como mecanismo funcional de transporte(Figura 4). La expresión de DhHAK1 requiere por tanto no solo un bajo potasioexterno sino también una baja concentración de sodio, porque en ausencia depotasio, la presencia de sodio previene la expresión del gen. Además, la adición deconcentraciones milimolares de K⁺	o	Na⁺	a	las	células	de	D. hansenii provoca unarápida disminución en la expresión del gen HAK1 (Martínez et al., 2011).Asimismo, recientes investigaciones llevadas a cabo con el musgo Physcomitrella
patens y la levadura Yarrowia lipolytica, donde los genes HAK codificantransportadores de Na , sugieren que algunos transportadores de
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sodio/potasio Hak podrían jugar papeles fisiológicos en plantas y hongos másamplios de los que se conocen hasta ahora (Benito et al., 2012).
Figura 4. Modelo del posible mecanismo de transporte de potasio en Debaryomyces hansenii.En células ayunadas de potasio, DhHak1 trabaja como simportador K⁺-H⁺	(A);	en	presencia	de	una	baja cantidad de sodio, Hak1 acopla los iones Nacélulas normales de K⁺,	el	uniportador	Trk1	es	el	que	lleva	a	cabo	el	transporte de K⁺	(C).	Adaptado	de Martínez et al., 2011.
A diferencia de Trk, la estructura de los transportadores Hak no ha sidoresuelta aún, pero diagramas de hidrofobicidad parecen indicar la existencia de12 potenciales dominios transmembrana en la proteína (Kim et al., 1998; Rubio
et al., 2000). Se sabe que los genes que codifican los transportadores tipo Hak sonregulados y estimulados positivamente cuando el K⁺	 externo	 es	 escaso.	 Sin	embargo, los mecanismos de regulación transcripcional y post-traduccional de lostransportadores tipo Hak aún están sin explorar.
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2. LA LEVADURAHANSENULA POLYMORPHA
Hansenula polymorpha es una levadura metilotrófica y termotolerante,capaz de crecer a más de 50 ºC (Ishchuk et al., 2009). Se trata de una especie delevadura ubicua que se da naturalmente en el zumo de naranja en mal estado, en laharina de maíz, en el intestino de diversas especies de insectos y en el suelo. Creceen forma de colonias y no forma filamentos. Las cepas de H. polymorpha sonhomotálicas y la reproducción vegetativa tiene lugar por gemación (Ramezani-Rad
et al., 2003).Durante las últimas décadas se han realizado diversos estudios sobre lalevadura H. polymorpha. Tres caracteres de esta levadura en particular, suscitan elinterés de los investigadores:
- Un rápido crecimiento a expensas del metanol como única fuentede carbono y energía (Levine y Cooney 1973).
- Una notable tolerancia al calor que permite el crecimiento a altastemperaturas (Teunisson et al., 1960).
- Un fácil interconversión entre el estado haploide y diploide(Teunisson et al., 1960).
2.1. Filogenia
En 1998, Kurtzman y Robnett presentaron el árbol filogenético de laslevaduras ascomicetas, basándose en secuencias parciales de la subunidad grandedel ADN ribosomal de las levaduras. En este estudio, H. polymorpha fuerepresentada por la cepa de Pichia angusta, CBS7073, aislada a partir de
Drosophila pseudobscura. Se demostró que esta cepa está estrechamenterelacionada con la especie H. polymorpha, llegando a la conclusión de que al igualque P. angusta, H. polymorpha pertenece a la Familia Saccharomycetaceae, delOrden Hemiascomycetes, Filo Ascomycota (Kurtzman y Robnett, 1998).
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Figura 5. Cladograma que representa las relaciones filogenéticas de diferentes especies de
levaduras. Basado en el análisis comparativo de sus genomas. Extraído de la página web delconsorcio Genolevures.
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En la figura anterior (Figura 5) se muestra el árbol filogenético querelaciona a H. polymorpha con distintas especies de levaduras, según el consorciofrancés Génolevures (http://www.genolevures.org/).
2.2. Ecología
En 1951, Wickerham describió por primera vez la levadura
Hansenula angusta en Florida (USA), aislándola del zumo de naranja concentradoen mal estado (50 % azucares), el cual había sido conservado y pasteurizado peroaun así fermentó. Años más tarde, en 1959, se descubriría la cepa con la que hansido realizados la mayoría de estudios de H. polymorpha, la cepa CBS4732. Estacepa fue aislada de los suelos regados con aguas residuales de una destilería enPernambuco (Brasil) por Morais y Maia (Morais y Maia, 1959). Sin embargo, laprimera descripción de Hansenula angusta no fue válida, y no fue hasta 1960cuando se proporcionó una descripción correcta de la especie, recibiendo elnombre final de Hansenula polymorpha, y es por ello que éste sea el nombre másampliamente aceptado (Teunisson et al., 1960).La especie se encuentra generalmente aislada tanto en estado haploidecomo diploide de forma natural en los hábitats. De hecho, H. polymorpha es unaespecie excelente para demostrar la conversión de una ploidía a la otra. Lascolonias diploides y haploides pueden ser diferenciadas por el color, el tamaño ydisposición de las células, y por los ascos conjugados o no conjugados quecontienen las colonias haploides y diploides respectivamente (Teunisson et al.,1960; Wickerham 1970).Después de 1960 muchas cepas de especies de Hansenula han sido aisladasde diferentes orígenes: de la mosca de la fruta (Drosophila pseudobscura y otrasespecies), a partir del tracto intestinal del cerdo, del suelo en Suráfrica, delalpechín (residuo que se obtiene al presionar las aceitunas en la obtención delaceite), de restos de diversos árboles de hoja ancha y de larvas que se alimentan
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de bellotas, etc. (Wickerham, 1970). Sin embargo, hasta ahora la mayoría de lostrabajos y estudios de H. polymorpha han sido realizados principalmente en trescepas de orígenes independientes, con diferentes características y relaciones pococlaras: la cepa CBS4732, se aisló a partir del suelo en Brasil (Morais y Maia, 1959);la cepa NCYC495, que fue la primera en describirse, se aisló del zumo de naranjaen mal estado y que fue denominada inicialmente como Hansenula angusta(Wickerham, 1951); y la cepa DL-1, aislada del suelo (Levine y Cooney, 1973). Lasdos primeras cepas tienen capacidad de conjugación y esporulación, mientras quela cepa DL-1 no puede. Las cepas son empleadas principalmente en la producciónde proteínas recombinantes, en el caso de CBS4732 y DL-1, mientras que la cepaNCYC495 se utiliza en el estudio de la asimilación de nitrato (Gellisen, 2002).
2.3. Características genéticas y aplicaciones
El estudio de este microorganismo es actualmente de gran interés, ya quees considerado como una de las levaduras “no convencionales” más importantespor su aplicación industrial. Es un organismo modelo favorable para lainvestigación de la función y la biogénesis de los peroxisomas (Gellissen, 2005;van der Klei et al., 2006). Además, se ha utilizado para estudiar el control genéticode los diversos aspectos del metabolismo celular intermedio como por ejemplo: elmetabolismo de metanol (van der Klei et al., 2006); la asimilación de nitratos comoúnica fuente de nitrógeno (Siverio, 2002; Martín et al., 2011); y la resistencia ametales pesados, estrés oxidativo y termoestabilidad (Reinders et al., 1999;Mannazzu et al., 2000). Asimismo, H. polymorpha se ha convertido en unorganismo modelo para la producción de proteínas recombinantes a escalaindustrial. Sus productos van desde el fin terapéutico, tales como vacunas dehepatitis B e insulina para el tratamiento de la diabetes, a las enzimas industrialescomo la fitasa (aditivo para la alimentación) (Gellisen, 2002; Stöckmann et al.,2009).
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Figura 6. Imágenes de Hansenula polymorpha al microscopio óptico (izquierda) y al
microscopio electrónico de transmisión (derecha).
Tanto para la investigación básica como para las aplicacionesbiotecnológicas, la ingeniería genética es crucial. Durante los últimos 20 añosdiversas herramientas genéticas se han desarrollado para H. polymorpha (Saraya




2.4. Homeostasis de iones de potasio y sodio en H. polymorpha
Con respecto al transporte de potasio y sodio, en H. polymorpha podemosafirmar que se carece por completo de información publicada anteriormente alinicio del desarrollo de este trabajo de Tesis. Dentro de la poca información de laque disponemos, gracias al trabajo realizado en el laboratorio del profesorJ.M. Siverio (Universidad de La Laguna), sabemos que Ure2 participa no sólo en larepresión catabólica del nitrógeno (como sucede en S. cerevisiae), sino quetambién está involucrado positivamente en la tolerancia a sal de H. polymorpha através de la homeostasis de Ca2⁺ y de la calcineurina, regulando la expresión de






El objetivo general de este trabajo es contribuir a la comprensión de losprocesos de homeostasis de cationes, más concretamente potasio y sodio, en lalevadura no convencional Hansenula polymorpha. Para ello se han propuesto unaserie de objetivos específicos:
- Caracterización de los requerimientos de potasio de H. polymorpha.
- Estudio de la aportación de Hak1 y Trk1 al transporte de potasio y análisisde la posible existencia de un tercer transportador específico de potasio enesta levadura.






1. MATERIAL BIOLÓGICO. MICROORGANISMOS
En este trabajo se ha utilizado como organismo base la levadura Hansenula
polymorpha de genotipo silvestre (NCYC495), facilitada por el Departamento deBioquímica y Biología Molecular de la Universidad de La Laguna. Además, se hanempleado otras cepas de H. polymorpha con mutaciones en distintostransportadores de potasio y en el gen de la calcineurina, que se recogen en laTabla 3.
Tabla 3. Relación de cepas de Hansenula polymorpha empleadas en este trabajo.
Nombre Genotipo relevante FuenteCepa silvestre (WT) NCYC495 leu2::p18B1(LEU2) ura3::pBSURA3(URA3) J.M Siverio (ULL)
Δtrk1 Δtrk1::URA3 J.M. Siverio (ULL)
Δhak1 Δhak1::LEU2 J.M. Siverio (ULL)
Δhak1Δtrk1 Δhak1::LEU2 Δtrk1::URA3 J.M. Siverio (ULL)WT (PlacZ) NCYC495 leu2::pPHAK1-lacZ J.M. Siverio (ULL)
Δcnb1 (PlacZ) Δcnb1::URA3 leu2::pPHAK1-lacZ J.M. Siverio (ULL)
Δtrk1 (PlacZ) Δtrk1::URA3 leu2::pPHAK1-lacZ J.M. Siverio (ULL)
Δtrk1Δcnb1 (PlacZ) Δtrk1::URA3 Δcnb1::ble leu2::pPHAK1-lacZ J.M. Siverio (ULL)
2. MEDIOS DE CULTIVO. CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE
MICROORGANISMOS
La composición de los medios empleados para el crecimiento ymantenimiento de las cepas de levadura utilizadas en este trabajo se describen enla Tabla 4. La esterilización de los medios se llevó a cabo en autoclave durante 20minutos a 120 ºC de temperatura y 1 atmósfera de presión.
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El mantenimiento de las cepas se realizó tanto en medio rico clásico YeastPeptone Dextrose (YPD) como en medio mínimo Yeast Nitrogen Base (YNB)suplementado con aminoácidos. Cuando se requirieron medios de cultivo sintrazas de potasio, se preparó un medio sintético completo (SC) utilizando YNB deFormedium (YNB-F). Tanto el medio YNB como el medio YNB-F se ajustaron a pH5,8. Para su mantenimiento, los cultivos fueron inoculados cada 15 días ymantenidos a 4 ºC. Cuando se requirió de un almacenamiento por un periodo detiempo prolongado se realizaron suspensiones celulares de glicerol al 20%conservadas a -80 ºC.
2.1. Crecimiento en medio líquido
El volumen empleado para el crecimiento en medio líquido fue de 50 ml demedio en matraces de 250 ml, los cuales se mantuvieron en agitación(180-200 rpm) en estufas a 37 ºC. La absorbancia se midió a 600 nm en unespectrofotómetro Beckman DU 640.En los estudios cinéticos, así como en los ensayos de expresión génica, elmedio utilizado fue YNB-F suplementado con la cantidad adecuada de KCl(0-50 mM) o NaCl (0-0,5 M) según la condición estudiada.
Tabla 4. Composición de los medios utilizados.
Medio Composición ReferenciaYPD D-glucosa 2%, peptona 2%, extracto de levadura 1% Sherman, 1991
YNB D-glucosa 2%, YNB 0,17%, (NH4)2SO4 0,4%,auxotrofías según requerimientos† Sherman et al., 1986TranslucentYNB-Formedium(YNB-F) YNB-Formedium 1,63 g/l, D-glucosa 2%, (NH4)2SO44 g/l, Brent supplement mix 1,285 g/l Navarrete et al., 2010†histidina	40	mg/l, leucina 60 mg/l, triptófano 40 mg/l, uracilo 40 mg/l, adenina 20 mg/l, metionina 20 mg/l
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2.2. Crecimiento en medio sólido
La preparación de medio sólido se realizó mediante la adición de agar almedio líquido a una concentración del 2%. Las placas se incubaron a 37 ºC durante48-72 horas en función del ensayo realizado.
3. ANÁLISIS DEL CRECIMIENTO DE LAS CEPAS
3.1. Tasa de crecimiento en medio líquido
Para estudiar el tiempo de duplicación se inocularon las células, a partir deun cultivo previo (crecido durante 24 horas a 37 ºC y 200 rpm en YPD), con unaA600nm de 0,03 en 5 ml de medio líquido YNB-F en tubos de 10 ml a los que se lesañadieron las concentraciones requeridas de KCl (0,2-50 mM) o NaCl (0,5-1,1 M).Se incubaron a 37 ºC y a una agitación adecuada para su correcta aireación.Se siguió el crecimiento de las células midiendo su absorbancia a 600 nmen un Spectronic 20D (Milton Roy) durante 24-48 horas.
3.2. Análisis fenotípico por test goteo
Partiendo de un cultivo previo, se preparó una suspensión celular con unaA600nm igual a 1, a partir de la cual se realizaron diluciones seriadas en aguadesionizada estéril (1:10, 1:100, 1:1000).La inoculación en placa se hizo mediante gotas de 4 μl de volumen, de cadauna de las diluciones en orden de mayor a menor concentración celular. Las placasse incubaron durante 48-72 horas a 37 ºC en función del ensayo realizado.Se realizaron test de goteo en placas de YNB, YNB-F o YPD con diferentesconcentraciones de KCl (0,1-50 mM), NaCl (0,1-1,1 M), LiCl (1-30 mM) y dedistintas drogas como la higromicina B (50-250 µg/ml), el TMA (0,1-0,7 M) y la
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espermina (1-3 mM). En todos los casos se realizó siempre una placa control queno contenía ninguna sustancia que provocase un anormal crecimiento de lascélulas. En el apartado de Resultados solo se muestran las placas másrepresentativas de las condiciones estudiadas.
3.3. Análisis fenotípico por tamaño de colonias
Partiendo de un cultivo previo, se preparó una suspensión celular con unaabsorbancia a 600 nm de 1, a partir de la cual se obtuvo un dilución 1:10000 enagua desionizada estéril.La inoculación en placa se hizo por siembra en superficie de 100 µl de ladilución celular mediante la ayuda de un asa de digralsky en placas de YNB-F conKCl añadido (0,1-50 mM). Las placas se incubaron durante 48-72 horas a 37 ºC.La medida del tamaño de las colonias se realizó mediante el programaImage J a partir de una medida de referencia. Se contabilizaron el 90% de lascolonias crecidas por placa calculando el tamaño medio de las colonias así como eltamaño de la colonia mínima y máxima encontrada en cada condición estudiada. Elnúmero de colonias analizadas por placa fue aproximadamente de 60-70.
4. MÉTODOS DEBIOLOGÍAMOLECULAR
4.1. Técnicas de extracción de ARN
La extracción de ARN se realizó a partir de un cultivo de células crecido osometido a diferentes condiciones de KCl y/o NaCl. En todos los casos, las célulasse recuperaron mediante centrifugación durante 1,5 minutos a 7500 rpm y seutilizó el kit comercial Master PureTM Yeast RNA Purification Kit (Epicentre,Biotechnologies) para la obtención del ARN. Para evitar posibles contaminaciones
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por ADN genómico de la levadura, se incluyó un paso más de purificación conADNasa.Las muestras de ARN se conservaron a -20 ºC para periodos cortos detiempo (1-3 días) o a -80 ºC durante periodos más largos. No obstante, debido a lafragilidad del ARN éste se utilizó habitualmente recién extraído.
4.2. Determinación de la concentración de ácidos nucleicos
El ARN obtenido se cuantificó utilizando un equipo NanoDrop 2000Spectrophotometer (ThermoScientific). Así mismo se comprobó su pureza,indicada por el cociente entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm, que siempre semantuvo entre los valores óptimos de 2 a 2,2.
4.3. Determinación de la expresión génica mediante PCR a
tiempo real
La técnica de PCR a tiempo real (qRT-PCR) se utilizó para realizarcuantificaciones relativas de la expresión génica de distintos genes de interés endiversas condiciones de potasio y sodio. La PCR es la segunda parte de una técnicaen la que primero se sintetiza el ADN copia (ADNc) a partir de ARN extraído. EsteADNc es el molde de la reacción de PCR a tiempo real.La síntesis de ADNc se realizó por retrotranscripción del ARN total (20 ngpor reacción), usando un kit comercial iScriptTMcDNASynthesis Kit (Bio-Rad)siguiendo las instrucciones facilitadas por el fabricante. La reacción se llevó a caboen un Eppendorf Mastercycler Personal, según el siguiente programa y para unvolumen final de 20 µl:
- 25 ºC durante 5 minutos
- 42 ºC durante 30 minutos
- 85 ºC durante 5 minutos
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Para los ensayos de PCR a tiempo real se utilizó la mezcla iQTM SYBR®Green Supermix (BioRad) a la que, para cada reacción, se añadieron 2 µl del ADNcobtenido en el paso anterior (según recomendación del fabricante). Las reaccionesse llevaron a cabo en un termociclador MiniOpticonTM (BioRad), con el programaindicado en la siguiente tabla (Tabla 5).
Tabla 5. Programa de la PCR a tiempo real.
Fase Tiempo Temperatura RepeticionesDesnaturalización 5 min 95 ºC 1 ciclo
Amplificación ycuantificación 30 seg 95 ºC 45 ciclos30 seg 62 ºC30 seg 72 ºCFusión Δ 0,5 ºC · 10 seg-1 70-95 ºC
La obtención de las curvas de melting transcurrida la reacción de PCR atiempo real se llevó a cabo en un rango de temperaturas comprendido entre 70 y95 ºC, programando una lectura de fluorescencia a intervalos de 0,5 ºC.Se llevaron a cabo reacciones en las que se comparó la expresión de variosgenes en una misma cepa y distintas condiciones y además, por otro lado, tambiénse comparó la expresión de un mismo gen en diferentes cepas y condiciones.Siempre se incluyó un gen de referencia para cada cepa o condición, de maneraque se pudieran relativizar los resultados obtenidos para nuestros genes con losobtenidos por el gen de referencia, en este caso el gen de la actina (ACT1).Comprobamos que la expresión de este gen no variaba significativamente al variarde condición experimental. Cuando se analizó la expresión de un mismo gen endiferentes cepas los valores obtenidos se compararon con los de la cepa silvestreen condición control (50 mM KCl).El análisis de la cuantificación relativa de la expresión génica se llevó acabo de forma manual a partir de los valores de CT (Cycle Treshold) sin utilizar
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programas informáticos. El valor de CT indica el ciclo de la PCR en que lafluorescencia emitida por una determinada muestra cruza un determinado cicloumbral, de manera que la cuantificación de la expresión de un determinado gen vaen función de la “rapidez” con la que se alcanza dicho ciclo umbral (Pfaffl, 2001).Para el análisis de la expresión relativa de los genes estudiados, los CTobtenidos en cada reacción se normalizaron respecto a los niveles de transcrito delgen de control interno (HpACT1) y expresados en relación a la condición control(crecimiento en presencia de KCl 50 mM).
4.4. Cebadores
Los cebadores utilizados para la PCR a tiempo real de cada uno de losgenes estudiados así como del gen de control interno, fueron diseñados por elDr. Yusé Martín (Tesis Doctoral, 2008) y obtenidos a través de Isogenlife(www.isogen-lifescience.com). En la Tabla 6 se muestran los cebadores empleadosy algunos parámetros característicos, junto con la secuencia de los mismos.
Tabla 6. Oligonucleótidos empleados como cebadores en las reacciones de
PCR a tiempo real.




5.1. Obtención de células con diferentes niveles de potasio
A lo largo de este trabajo se utilizaron células crecidas en diferentescondiciones de potasio y sometidas a distintos tratamientos de ayuno de potasio.De forma general denominamos células normales a aquellas crecidas bajocondiciones no limitantes de potasio con 50 mM KCl (condición control), y célulasayunadas a las que, tras ser crecidas en este medio, se centrifugaron (4500 rpm,3-4 minutos), lavaron con agua fría ultrapura y posteriormente fueron incubadasdurante varias horas en YNB-F sin potasio añadido.
5.2. Análisis del contenido interno y de los flujos de cationes
alcalinos
La acumulación o la pérdida de cationes a lo largo del tiempo sedeterminaron mediante el análisis del contenido de cationes en la célula o de loscambios en el medio externo. Los tiempos de toma de muestras se ajustaron enfunción al tipo de ensayo.
5.2.1. Contenido interno de cationes
H. polymorpha se inoculó en medio YNB-F suplementado con lasconcentraciones oportunas de potasio (0,5 o 50 mM KCl) o en YPD con sodio(0,5 M NaCl) o litio (5 mM LiCl). Cuando se alcanzó una A600nm de 0,3-0,4, setomaron muestras de 1-5 ml que se filtraron (filtros Millipore AAWP, 0,8 µm dediámetro) y lavaron con una solución 20 mM de MgCl2. Un segundo lavado se llevóa cabo por arrastre y resuspensión de las células sobre otro filtro. El contenidocelular se obtuvo mediante lisis ácida con 5 ml de una solución de HCl 0,2 M yMgCl2 10 mM durante 12-24 horas. Posteriormente se procedió a centrifugar paraseparar los restos celulares (4500 rpm, 2 minutos). Las concentraciones de
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cationes presentes en el sobrenadante se midieron en un espectrofotómetro deabsorción atómica (SpectrAA-240FS, Varian) y el contenido se expresó ennanomoles de catión por miligramo de peso seco de células (Ramos et al., 1990).Del mismo modo se estudió también el contenido interno de cationes encélulas ayunadas de potasio en medio YNB-F sin KCl añadido. Se tomaronmuestras a lo largo de su ayuno durante 2 horas y se procedió de la misma formaanteriormente descrita.
5.2.2. Entrada de cationes
Los flujos de entrada de litio (como catión análogo al sodio) se midieron apartir de células crecidas en medio YPD (50 ml) en presencia o ausencia de sodio(0,5 M NaCl). Las células se recogieron por centrifugación (4500 rpm, 3-4minutos), se lavaron con agua ultrapura fría y se resuspendieron en 50 ml de YPD,ajustando la A600nm a 0,3-0,4. A tiempo cero se añadió LiCl (100 mM) y se tomaronmuestras de células periódicamente mediante filtración. El procedimiento seguidoen el tratamiento de las células fue el explicado en el apartado anterior.Los flujos de entrada de rubidio (como catión análogo al potasio) seestudiaron en células normales o crecidas en 0,5 mM de KCl en medio YNB-F.Posteriormente las células se centrifugaron (4500 rpm, 3-4 minutos) y seresuspendieron en el mismo medio, ajustando la A600nm a 0,3-0,4. A tiempo cero seañadió RbCl (10 mM) y se tomaron muestras periódicamente mediante filtración.De nuevo el procedimiento seguido en el tratamiento de las células fue el explicadoen el apartado 5.2.1.Las concentraciones de Li⁺	o	Rb⁺ se midieron mediante espectrofotometríade absorción atómica y el contenido de estos cationes se expresó en nanomolespor miligramo de peso seco de células.Los parámetros de la cinética de transporte de rubidio (velocidad máximay constante de afinidad o Km) se dedujeron a partir de los resultados obtenidos en
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los ensayos de entrada de RbCl a distintas concentraciones, mediante unarepresentación doble recíproca. Se estudiaron los parámetros de células normales,células ayunadas de potasio (2 horas), y células crecidas en presencia de 0,5 mMKCl en medio YNB-F. Con el objetivo de estandarizar los cálculos, los ensayos deentrada de RbCl se realizaron, para este fin, en tampón de ensayo MES (ácido 2-[N-Morfolino] etanosulfónico, 10 mM) suplementado con MgCl2 0,1 mM, glucosa 2% yajustado a pH 5,8 con Ca(OH)2.
5.2.3. Cambios en los cationes extracelulares
Los cambios de K⁺ en el medio se midieron en células normales y célulasayunadas de potasio (4 horas) en medio YNB-F (100 ml). Las células se recogieronpor centrifugación (4500 rpm, 3-4 minutos), se lavaron con agua ultrapura fría yse resuspendieron en tampón de ensayo MES (descrito en el apartado anterior)suplementado con KCl (40 µM para células normales y 80 µM para célulasayunadas), ajustando la A600nm a 0,6-0,7. Se tomaron muestras directas del medio alo largo del tiempo durante 3 horas. Las muestras se filtraron y se analizódirectamente la concentración de K⁺ del líquido mediante espectrofotometría deabsorción atómica.Los cambios de Li⁺	y	Na⁺	en	el	medio	se	midieron	igual	que	el	K⁺.	En	esta	ocasión, sólo se midieron en células ayunadas de potasio (2 horas) en medioYNB-F sin potasio añadido y el tampón de ensayo MES fue suplementado con100 µM del catión correspondiente (LiCl o NaCl).Las concentraciones de los cationes en el medio se calcularon medianteespectrofotometría de absorción atómica y el contenido de estos cationes seexpresó en µmolar (µM).
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5.3. Determinación del volumen celular
Las mediciones del volumen celular se llevaron a cabo en cultivos líquidosde las cepas de H. polymorpha crecidas en medio YNB-F suplementado condiferentes condiciones de potasio y sodio (50 mM KCl o 50 mM KCl y 0,5 M deNaCl) así como en células ayunadas de potasio (2 horas). Las células se recogieronmediante centrifugación (4500 rpm, 3-4 minutos) y se lavaron con agua ultrapurapara posteriormente resuspenderlas en tampón Isotón II (Beckman-Coulter) ymedir automáticamente la distribución del volumen celular a lo largo de lapoblación (Navarrete et al., 2010). El ensayo se repitió más de tres veces para cadacondición experimental, y los resultados obtenidos se expresaron en femtolitros(fL). El volumen celular se determinó gracias a un contador de células Z2(Beckman-Coulter). El método utilizado, para la medición del volumen celular asícomo para el conteo de células, se basa en cambios medibles de resistenciaeléctrica producidos por las partículas no conductoras (en nuestro caso células delevaduras) que se encuentran en suspensión en un electrolito. Las partículas pasana través de un sensor entre dos electrodos y desplazan un cierto volumen deelectrolito, igual al suyo propio. Este volumen desplazado es proporcional alvolumen de la partícula y puede ser medido en forma de un impulso eléctrico.Para el análisis de los resultados se utilizó el programa COULTERAccuComp 3.01 de Beckman-Coulter.
5.4. Análisis del potencial relativo de membrana
Para medir los valores del potencial relativo de membrana de las cepas de
H. polymorpha crecidas en diferentes condiciones de potasio y sodio se utilizó lasonda fluorescente diS-C3(3) (3,3´-dipropylthiacarbocyanide iodide) (Gaskova et
al., 1998) a partir de una solución madre 2,5 mM preparada en etanol, según elmétodo descrito por Marešová et al. (2009). Las células de levadura estudiadas
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crecieron en YNB-F con potasio (50 mM) con o sin sodio añadido (0,5 M). Lascélulas ayunadas de potasio (2, 4 o 6 horas) también fueron analizadas.Las células se recogieron mediante centrifugación (4500 rpm, 3-4minutos), se lavaron hasta dos veces con un tampón MES-TEA (10 mM MESajustado a un pH 6,0 con triethanolamina), y se resuspendieron en el mismotampón hasta una A600nm de 0,1 en un volumen final de 3 ml. A esta suspensión decélulas se añadió el fluoróforo [diS-C3(3)] a una concentración final de 0,2 μM einmediatamente la muestra fue analizada en un espectrofluorímetro ISS PC1. Parala medida se ajustaron las longitudes de onda del aparato de excitación (531 nm) yemisión (560 y 580 nm).La medida se prolongó durante 40 minutos y con los datos obtenidos seestimó la intensidad 560/580 nm del ratio en el equilibrio (Malac et al., 2005).
5.5. Efecto de la glucosa sobre el pH extracelular.
El análisis del efecto de la glucosa en la acidificación del medio se realizómediante un estudio de seguimiento de los cambios del pH en el medio de lascélulas cuando éstas fueron sometidas a ausencia y presencia de glucosa. Loscambios en el pH del medio se midieron a partir de los cambios de absorbancia delas muestras a lo largo del tiempo, estimados gracias al indicador de pHcolorimétrico BCG (Bromocresol Green Sodium Salt). Las medidas de absorbanciase realizaron de forma automática mediante la utilización de un lector deabsorbancia de microplacas (BioTek Instruments) para placas ELISA de 96pocillos, equipado con un agitador y una unidad de control de la temperatura(37 ºC), todo ello conectado a un ordenador Dell con el software para análisis dedatos Gen5 (BioTek Instruments).Las células a estudiar crecieron en condiciones no limitantes de potasio(YNB-F suplementado con 50 mM de KCl). Al día siguiente fueron centrifugadas(4500 rpm, 3-4 minutos), lavadas con agua ultrapura y resuspendidasposteriormente en el mismo medio sin glucosa y con el indicador de pH BCG
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(concentración final 0,01%) a una A600nm de 0,02. La placa de ELISA se rellenó conestas suspensiones celulares (sin glucosa) y con patrones de pH obtenidos“manualmente” tal y como se indica en la Figura 7. Estos patrones “manuales” sonlos que utiliza el lector para poder calcular el pH del medio y se obtienen a partirdel mismo medio en el que crecieron las células, ajustando para ello el medioempleado a diferentes pH (de 3 a 6,5) y añadiendo posteriormente el indicadorBCG (concentración final 0,01%).El ensayo consistió en monitorizar la absorbancia del medio de las célulasa estudiar durante una hora, momento en el que fue añadida la cantidad necesariade glucosa en cada pocillo de la muestra para tener una concentración final de 2%e iniciar la acidificación del medio. Se tomaron muestras sobre los cambios en laabsorbancia durante 3 horas adicionales (Marešová et al., 2007).
Figura 7. Placa para la monitorización de la acidificación del medio. En la figura se muestracomo están distribuidas las muestras celulares y los patrones de pH en la placa. Se trata de la imagende una placa tras el desarrollo del experimento de ahí el color amarillento (pH 3-3,5) de las muestras.
5.6. Diseño experimental y estadístico
Todos los experimentos bioquímicos se realizaron al menos tres veces y entodos los considerados válidos, el error estándar fue menor al 15%.
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6. PROCEDIMIENTOS INFORMÁTICOS Y BASES DE DATOS
Para las búsquedas bibliográficas se usaron periódicamente las bases dedatos PubMedTM y MEDLINETM.Para la comparación (BLAST) e información de secuencias se recurrió a labase de datos de ADN del “National Center of Biotechnology Information”(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y la página web del consorcio Génolevures(http://www.genolevures.org).Las secuencias de H. polymorpha fueron proporcionadas por el grupo delDr. J.M. Siverio del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de laUniversidad de La Laguna.El alineamiento de secuencias de aminoácidos y la construcción del árbolfilogenético se realizaron mediante el programa CLC Sequence Viewer Version6.8.2., empleando el logaritmo ClustalW. Las figuras de los árboles filogenéticos serealizaron mediante el programa Dendroscope 3.2.8.El diseño de cebadores se llevó a cabo con los distintos programas desoftware Oligo v.6. y Vector NTI 10.El análisis del crecimiento en superficie se realizó con el programa ImageJ(http://rsbweb.nih.gov/ij).Para el análisis del volumen celular se utilizó el programa COULTERAccuComp 3.01 de Beckman-Coulter.Los datos de la acidificación del medio fueron calculados y tratados con elprograma Gen5 (BioTek Instruments).Parte de los análisis estadísticos se realizaron con el programa estadísticoIBM SPSS Statistics 20.
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En el año 2008, como parte de la tesis desarrollada por el Dr. Y. Martín bajola dirección del Dr. J.M. Siverio, en el Departamento de Bioquímica y BiologíaMolecular de la Universidad de la Laguna, se inició la identificación de los posiblessistemas de transporte de alta afinidad para potasio en Hansenula polymorpha conel objetivo de estudiar en profundidad el papel de la quinasa Npr1 sobre eltransporte de K⁺.El hecho de que H. polymorpha sea una levadura no convencional, aisladadel suelo al igual que D. occidentalis, llevó a considerar la posibilidad de que en eltransporte de potasio de alta afinidad de H. polymorpha también estuvieranimplicados dos sistemas de transporte (Hak y Trk), por ello el grupo del Dr. J.M.Siverio realizó una búsqueda en el genoma de hipotéticas proteínas similares aTrk1 y Hak1 de D. occidentalis. Los resultados obtenidos mostraron dos pautasabiertas de lectura que codificaban proteínas con alta similitud a las indicadasconfirmando así, la existencia en esta levadura de genes TRK y HAK ortólogos a losdescritos en D. occidentalis y D. hansenii, que denominaron HAK1 y TRK1. A travésde este trabajo intentaremos confirmar si estos dos genes codifican realmentetransportadores de potasio y estudiaremos su papel en la homeostasis de potasioy sodio en H. polymorpha. A lo largo de éste capítulo se muestra un breve estudiobioinformático de las secuencias de las proteínas.
2. Análisis de secuencias
Las secuencias de las proteínas HpHak1 y HpTrk1 se compararon porseparado mediante BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) con las secuenciasde otras proteínas Hak y Trk de varias levaduras, así como de hongos filamentososy plantas, organismos que junto con H. polymorpha portan este tipo detransportadores, con el fin de buscar el grado de identidad y similitud entre ellos,usando la base de datos de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabla 7 y 8).
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Tabla 7. Identidad y similitud entre HpHak1 y proteínas relacionadas
% Identidad  (% Similitud)
DhHak1 DoHak1 CaHak1 AtHak5 NcHak1
HpHak1 46 (63) 46 (65) 44 (62) 31 (49) 31 (48)
DhHak1 65 (78) 54 (68) 32 (51) 28 (47)
DoHak1 59 (74) 33 (51) 31 (48)
CaHak1 32 (52) 33 (50)
AtHak5 33 (56)Los porcentajes de identidad se calcularon mediante BLAST para alineamientos doblesde secuencia (global). Los números entre paréntesis indican el porcentaje de similitud(porcentaje de residuos conservados). Hp, Hansenula polymorpha; Dh, Debaryomyces
hansenii; Do, Debaryomyces occidentalis; Ca, Candida albicans; At, Arabidopsis thaliana;
Nc, Neurospora crassa.
Tabla 8. Identidad y similitud entre HpTrk1 y proteínas relacionadas
% Identidad  (% Similitud)
ScTrk1 ScTrk2 DhTrk1 DoTrk1 CaTrk1 AtHkt1 NcTrk1
HpTrk1 54 (68) 59 (74) 59 (72) 44 (60) 41 (54) 25 (47) 51 (70)
ScTrk1 56 (69) 64 (80) 57 (70) 53 (67) 26 (46) 50 (66)
ScTrk2 59 (74) 63 (77) 57 (74) 24 (45) 37 (54)
DhTrk1 61 (74) 48 (62) 25 (48) 55 (74)
DoTrk1 49 (63) 25 (51) 49 (65)
CaTrk1 26 (51) 54 (69)
AtHkt1 24 (44)Los porcentajes de identidad se calcularon mediante BLAST para alineamientos dobles desecuencia (global). Los números entre paréntesis indican el porcentaje de similitud(porcentaje de residuos conservados). Hp, Hansenula polymorpha; Sc, Saccharomyces
cerevisiae; Dh, Debaryomyces hansenii; Do, Debaryomyces occidentalis; Ca, Candida albicans;
At, Arabidopsis thaliana; Nc, Neurospora crassa.







Figura 8. Alineamiento de HpHak1 con otras proteínas relacionadas. El apilamiento se realizómediante el programa CLC free Workbench empleando el algoritmo ClustalW. El grado deconservación se indica mediante las barras inferiores de color rosa (0-100%). Los aminoácidosaparecen coloreados de acuerdo a sus propiedades y en base al esquema de color RasMol.Hp, Hansenula polymorpha; Dh, Debaryomyces hansenii; Do, Debaryomyces occidentalis; Ca, Candida
albicans; At, Arabidopsis thaliana; Nc, Neurospora crassa.
El mismo procedimiento que en el apartado anterior se llevó a cabo para elanálisis de la secuencia del otro transportador de potasio de H. polymorpha,









Figura 9. Alineamiento de HpTrk1 con otras proteínas relacionadas. El apilamiento se realizómediante el programa CLC free Workbench empleando el algoritmo ClustalW. El grado deconservación se indica mediante las barras inferiores de color rosa (0-100%). Los aminoácidosaparecen coloreados de acuerdo a sus propiedades y en base al esquema de color RasMol.Hp, Hansenula polymorpha; Dh, Debaryomyces hansenii; Do, Debaryomyces occidentalis; Ca, Candida
albicans; At, Arabidopsis thaliana; Nc, Neurospora crassa.
A partir del alineamiento de las proteínas Hak1 y Trk1 de distintosorganismos se obtuvieron los árboles filogenéticos que se muestran en la Figura10 y 11. En estas representaciones se indican las posibles secuencias ancestralescomunes de las proteínas codificadas por los diferentes genes comparados (HAK y
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TRK). Según el algoritmo empleado en la realización de estos árboles (ClustalW),tanto HpHak1 como HpTrk1 establecen sus mayores parentescos filogenéticos conlas proteínas de las levaduras no convencionales C. albicans, D. hansenii y
D. occidentalis, entre otras, manteniéndose más alejadas filogenéticamente deotros organismos como N. crassa o A. thaliana. Los resultados coinciden en granmedida con los datos de identidad obtenidos de la comparación de estas proteínaspor separado, que se recogen en la Tabla 7 y 8.
Figura 10. Árbol filogenético que relaciona HpHak1 con proteínas similares en otros
organismos. En esta figura, además de las especies estudiadas en el alineamiento de secuencias(Figura 8), se han incluido las proteínas de las especies Escherichia coli, Physcomitrella patens,
Pichia stipitis y Yarrowia lipolytica.
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Figura 11. Árbol filogenético que relaciona HpTrk1 con proteínas similares en otros
organismos. En esta figura, además de las especies estudiadas en el alineamiento de secuencias(Figura 9), se han incluido las proteínas de las especies Pichia stipitis, Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces lactis y Zygosaccharomyces rouxii.
Asimismo, y con el fin de verificar si la proteína HpHak1 y HpTrk1comparten secuencias ancestrales comunes, se realizó finalmente un único árbolfilogenético con todas las proteínas comparadas anteriormente (Figura 12). En elresultado pudimos observar una clara divergencia del origen de las proteínas Haky Trk en general, ya que en el árbol se diferencian dos claras ramificacionesopuestas que agrupan en un extremo Hak y por otro lado Trk. Por tanto, podemosconfirmar que las proteínas Hak1 y Trk1 de H. polymorpha, así como las del restode los organismos comparados, tienen un origen distinto.
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Figura 12. Árbol filogenético que relaciona las proteínas Hak1 y Trk1 de diversos organismos
comparados. En la figura se han incluido todas las proteínas de las especies comparadas en losanteriores árboles filogenéticos.
Todos estos resultados indican que TRK1 y HAK1 de H. polymorpha puedenser transportadores de potasio y por ello se continuó el estudio de estos genes. Apartir de este capítulo se emplea la terminología correspondiente.
CAPÍTULO 2
CARACTERIZACIÓN DE LA FUNCIÓN DE LOS TRANSPORTADORES




A través de este capítulo se estudian los transportadores de potasio Hak1 yTrk1 y su función en la homeostasis del catión en la levadura Hansenula
polymorpha. Utilizando mutantes en los sistemas de transporte de potasio hemosrealizado análisis fenotípicos de crecimiento en medio sólido y líquido, contenido yflujo de cationes, y expresión de genes.En experimentos preliminares comprobamos que la levadura Hansenula
polymorpha se desarrolla perfectamente en los diferentes medios (YPD, YNB eYNB-F) y en nuestras condiciones de cultivo, por lo que se utilizaron a lo largo deltrabajo (Figura 13).
Figura 13. Comprobación del crecimiento de las cepas de Hansenula polymorpha, en los
distintos medios y condiciones usados como control a lo largo de este trabajo. El ensayo sellevó a cabo mediante un test de goteo en el que se sembraron diluciones seriadas de cada cepa,partiendo de una suspensión celular (A600nm=0,1). Las placas se incubaron a 37 ºC durante 48-72horas.
1. Análisis fenotípico de cepas carentes de sistemas de transporte de
potasio
Con el objetivo de estudiar los requerimientos de potasio de Hansenula
polymorpha se analizó el crecimiento en medio líquido en las cepas NCYC495 (cepasilvestre = WT) y mutantes en genes homólogos a los que en otras levadurascodifican sistemas de transporte de potasio de la membrana plasmática (HAK y
YNB-F + 50 mM KCl YNB YPD
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TRK). En un medio líquido, y cuando éste se suplementó con una concentraciónelevada de potasio (50 mM KCl), el crecimiento en las cepas fue prácticamentesimilar, mientras que en bajas concentraciones de potasio, todos los mutantes sevieron afectados siendo el doble mutante (∆hak1∆trk1) y el mutante simple ∆hak1los que presentaron un crecimiento claramente más lento (Figura 14).
Figura 14. Crecimiento en presencia de distintas concentraciones de KCl. Las cepas NCYC495, elmutante simple ∆hak1, ∆trk1 y el doble mutante ∆hak1∆trk1 crecieron a 37 ºC en medio líquido YNB-F con distintas concentraciones de KCl. En la gráfica los resultados obtenidos se expresan como µ(constante específica de velocidad de crecimiento).
Ensayos complementarios se llevaron a cabo mediante test de goteo enmedio sólido, donde no sólo se estudió el efecto del KCl sino también el del pH enlas cepas silvestre (NCYC495), ∆hak1, ∆trk1 , y ∆hak1∆trk1. Como era de esperar,cuando las cepas se inocularon en bajas concentraciones de potasio se observó unmenor crecimiento del mutante simple ∆hak1 y del doble mutante ∆hak1∆trk1respecto a la cepa silvestre, mientras que el mutante simple ∆trk1 presentó uncomportamiento casi similar al de la cepa silvestre. Sin embargo cuando el medio
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se suplementó con una concentración de 50 mM de KCl no hubo prácticamentediferencias en el crecimiento entre todas las cepas (Figura 15.A). Por su parte elestudio del efecto del pH en el crecimiento de las cepas de H. polymorpha revelóque en todas las cepas, a igual concentración de potasio añadido, el crecimientofue ligeramente peor demostrando que a pH ácido se incrementan losrequerimientos de potasio, mientras que a pH básico el crecimiento fue similar quea pH 5,8. (Figura 15.B).
Figura 15. Efecto del potasio y del pH en el crecimiento de la cepa silvestre y cepas mutantes









Figura 16. Tamaño de las colonias de las cepas de Hansenula polymorpha en diferentes
condiciones de potasio. Las células crecieron en condición normal de potasio y posteriormentefueron crecidas en superficie en diferentes condiciones de potasio (0,5 y 50 mM de KCl). En lasfiguras se muestran: una imagen representativa del crecimiento de las colonias de las cepas (A); unagráfica resumen de los resultados obtenidos (B).
Tabla 9. Tamaño de las colonias de las cepas de Hansenula polymorpha en diferentes
condiciones de potasio.
Tamaño de colonia (mm2)
50 mM KCl (48 horas) 0,5 mM KCl (72 horas)Medio Mínimo Máximo Medio Mínimo MáximoCepa silvestre 3,49 ± 0,47 1,56 4,49 2,89 ± 0,62 1,68 4,06
∆hak1 2,78 ± 0,40 1,67 3,92 1,50 ± 0,22 0,93 1,87
∆trk1 3,15 ± 0,43 1,73 3,95 2,55 ± 0,41 1,94 4,35




2. Contenido interno de potasio
Como las tasas de crecimiento de las cepas eran similares enconcentraciones no limitantes de potasio (>1 mM) pero diferían a bajo potasio, seanalizó el contenido interno de potasio para determinar si las cepas contrastabanen este parámetro fisiológico bajo diferentes condiciones de potasio.Las cepas crecieron en medio YNB-F suplementado con diferentescantidades de potasio. Tal y como se indica en el apartado de Materiales yMétodos, cuando se estudió el potasio interno en células ayunadas, el cultivocreció en medio con potasio no limitante, se centrifugó, se lavó con agua miliQ y seresuspendió en medio fresco YNB-F sin potasio añadido. El contenido interno depotasio de las cepas ayunadas se estudió tomando muestras a lo largo del períodode ayuno de potasio.Los resultados obtenidos mostraron que, en condiciones no limitantes depotasio (condición control con 50 mM KCl), no hubo grandes diferencias entrecepas, aunque el contenido de potasio interno en la cepa silvestre fue sutilmentemayor respecto a las cepas carentes de los transportadores de potasio. Elcontenido de K⁺ de todas las cepas fue alrededor de unos 380 nmoles de potasiopor miligramo de peso seco de célula, y en el caso de la cepa silvestre éste fue de430. Por otro lado, cabe destacar que cuando se estudió el contenido en lacondición a 0,5 mM de KCl, todas la cepas disminuyeron el potasio acumuladorespecto a la condición control estudiada, siendo las cepas carentes deltransportador Hak1 (el mutante simple ∆hak1 y el doble mutante ∆hak1∆trk1) lasque presentaron un contenido interno de potasio menor respecto al resto de lascepas en la condición de potasio estudiada, llegando a alcanzar valores de 150nmoles de K⁺	por	mg	de	peso	seco	de	célula, mientras que la cepa silvestre y elmutante ∆trk1 obtuvieron valores de 250 y 200 nmoles de K⁺	por	mg	de	peso	seco	de célula respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Contenido de potasio intracelular de la cepa NCYC495 y las cepas mutantes en el
sistema de transporte Hak1 y Trk1. Las células crecieron en medio líquido YNB-F suplementadocon 50 o 0,5 mM de KCl. Las barras de error representan las desviaciones típicas de tresexperimentos independientes.
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Figura 18. Contenido de potasio intracelular de las cepas de Hansenula polymorpha a lo largo
del proceso de ayuno de potasio. Las células crecieron en medio YNB-F con 50 mM de KCl yposteriormente se transfirieron a medio sin potasio añadido, donde se tomaron muestras celulares adistintos tiempos de ayuno. El contenido intracelular de cationes fue determinado porespectrofotometría de absorción atómica (ver Materiales y Métodos para más detalle). En la figura semuestra un experimento representativo. Las barras de error representan las desviaciones típicas delas repeticiones de las muestras tomadas durante el mismo experimento.
3. Análisis de los cambios de potasio extracelular
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Figura 19. Variación de potasio externo producido por las cepas de Hansenula polymorpha.Las células crecieron con KCl 50 mM (A) o con KCl 50 mM y ayunadas de K⁺ durante cuatro horas (B).A tiempo cero se resuspendieron las células con una A600nm de 0,7 en tampón MES con 40 u 80 µM deKCl añadido (A y B respectivamente), y se tomaron muestras del potasio del medio externo a lo largodel tiempo durante 3 horas. Las barras de error representan las desviaciones típicas de tresexperimentos independientes.
4. Estudio de los flujos de entrada de Rb⁺ (K⁺) y determinación de los
valores cinéticos de transporteEl siguiente objetivo fue determinar el efecto de la mutación en HAK1 y
























cabo mediante espectrofotometría de absorción atómica (ver Materiales yMétodos).En la primera condición, cuando las células crecieron en condición controlcon 50 mM de KCl, las cepas mostraron un transporte de rubidio similar (Figura20A). No obstante, cuando las células crecieron en cantidades inferiores de potasio(0,5 mM KCl), las cepas mostraron un transporte de rubidio muy diferente. Por unlado, la cepa silvestre y el mutante ∆trk1 mostraron un transporte de rubidiomayor y más rápido, mientras que, por otro lado, las cepas ∆hak1 y ∆trk1∆trk1presentaron un transporte inferior y más lento (Figura 20B). Estos resultadosobtenidos sugirieron que, las cuatro cepas tienen capacidad de transporte derubidio (potasio) y lo transportan de modo eficiente cuando éste es añadido almedio (Figura 20A), y que destacan entre ellas, las cepas que disponen del sistemade transporte Hak1, la cepa silvestre y ∆trk1, que presentan un transporte derubidio más eficaz a concentraciones escasas de potasio (Figura 20B).














































A partir de ensayos independientes de entradas de Rb⁺, como los reflejadosen la Figura 20 y utilizando diferentes concentraciones de RbCl, se pudieron hallarlas velocidades de transporte y calcular los valores de las constantes cinéticas(Km y Vmax) correspondientes al transporte del catión en células ayunadas depotasio (2 horas). Para ello las células crecieron en condición control, fueronayunadas en medio YNB-F sin potasio añadido durante dos horas yposteriormente fueron resuspendidas en tampón MES (glucosa 2%), donde serealizaron las diferentes entradas de rubidio. La elección de estudiar estacondición de ayuno de potasio se debió a que, tal y como se demostró en el ensayoanterior, en las condiciones con potasio limitado es dónde las cepas presentanmayores diferencias en el flujo de entrada de rubidio, por lo que se decidióestudiar la condición extrema, cohibiendo a las cepas de potasio.En la Tabla 10 se recogen los valores cinéticos para el transporte derubidio, calculados tanto en la cepa silvestre como en los mutantes de sistemas detransporte de potasio cuando fueron sometidas a ayuno de potasio (2 horas). Sepuede observar como los resultados fueron muy diferentes entre las cepas ya quetanto la velocidad máxima de entrada de rubidio como la afinidad por este catiónse mostraron superiores en la cepa silvestre respecto a las demás, mostrando unadiferencia mayor con el mutante simple Δhak1 y el mutante doble Δhak1Δtrk1 quecon la cepa Δtrk1.Los valores obtenidos en la condición de ayuno de potasio fueronparticularmente espectaculares. Se determinó que aquellas cepas que disponíandel transportador Hak1 (la cepa silvestre y el mutante Δtrk1) tenían una velocidadmáxima de hasta 4 veces mayor que aquellas cepas que carecían de dichotransportador (Δhak1 y Δhak1Δtrk1) y una constante de afinidad 100 veces menor.Merece la pena señalar que la cepa Δtrk1 presentó la mayor Vmax, incluso mayorque la cepa silvestre. Todos estos resultados indican que las células ayunadas delas cepas que disponen del transportador Hak1 presentan un proceso detransporte de rubidio de alta afinidad que está ausente en las cepas que carecen deél.
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Tabla 10. Constantes cinéticas del transporte de Rb⁺ en las cepas silvestre
y los mutantes de sistemas de transporte de potasio en ayuno de potasio.
Células ayunadas*Km (mM) Vmax(nmol/mg/min)WT 0,01 ±0,001 12,5 ±1,0
∆hak1 1,7 ±0,05 3,5 ±0,5
∆trk1 0,01 ±0,001 15 ±0,7
∆hak1∆trk1 1,5 ±0,04 4,5 ±0,2*Las células crecieron con KCl 50 mM y ayunadas de potasio durante 2 horas.Posteriormente las células se resuspendieron en tampón MES y se añadieron diferentesconcentraciones de RbCl.
Tras los resultados obtenidos se realizó un estudio cinético de la cepasilvestre y la cepa mutante Δhak1, aquellas en las que se observaron diferenciasmás relevantes en el transporte de rubidio, crecidas en dos condiciones diferentesde crecimiento. Por un lado se estudiaron las cepas crecidas con KCl 50 mM yademás, se estudiaron las cepas crecidas en 0,5 mM de KCl (Tabla 11).Los resultados obtenidos en esta ocasión no fueron tan espectacularescomo los obtenidos en la condición de ayuno pero sirvieron para confirmar losanteriores. Se observó que, en las dos condiciones estudiadas, la cepa silvestremostró de nuevo una mayor afinidad por el potasio que la cepa Δhak1, siendo estaafinidad del orden de casi 9 y 17 veces mayor en la condición control y enpresencia de 0,5 mM KCl respectivamente. Por otro lado, respecto a la velocidadmáxima, se observó que, cuando las cepas crecieron con 0,5 mM de KCl, la cepasilvestre presentó una velocidad doble que la de la cepa carente del transportadorHak1, mientras que cuando las dos cepas crecieron en la condición control lasvelocidades de ambas fueron similares.
Tabla 11. Constantes cinéticas del transporte de Rb⁺ en las cepas silvestre y
los mutantes de sistemas de transporte de potasio
Crecidas en 50 mM KCl* Crecidas en 0,5 mM KCl*Km (mM) Vmax(nmol/mg/min) Km (mM) Vmax(nmol/mg/min)WT 1,44 ±0,04 .3,7 ±0,1 0,6 ±0,02 10 ±1,0
∆hak1 12,5 ±0,5 5,55 ±0,2 .10 ±0,5 5 ±0,5*Las células crecieron en 50 o 0,5 mM de KCl. Posteriormente las células se resuspendieron entampón MES y se añadieron diferentes concentraciones de RbCl.
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5. Análisis de expresión de HAK1 y TRK1
Con el fin de aproximarnos a la importancia relativa de cada transportadorante diferentes condiciones celulares y obtener información sobre la posibleregulación transcripcional, analizamos la expresión de ambos genes en medios cono sin limitación de potasio mediante qRT-PCR. Para ello, primero crecimos lascélulas de la cepa silvestre en medio YNB-F con KCl 50 mM, se ayunaron de potasiodurante diferentes tiempos (30-240 minutos), y se realizó un análisis de expresiónmediante qRT-PCR. En presencia de concentraciones adecuadas de potasio(50 mM KCl), observamos que la expresión de HAK1 era similar a la de TRK1, peroesta situación cambiaba completamente al someter a las células a una limitaciónde potasio (ayuno de K⁺). En esta condición, la expresión de HAK1 aumentabasignificativamente (Figura 21), lo que sugería una mayor implicación de estaproteína en el transporte de potasio en condiciones deficientes del mismo. En laFigura 21 se observa cómo los niveles de HAK1 alcanzaron su valor máximo trassometer a los cultivos a dos horas de ayuno de potasio y que este valor se mantuvoestable cuando la condición de ayuno se mantuvo durante varias horas más,mientras que, por otro lado, el valor de expresión de TRK1 permanecióprácticamente invariable en las condiciones estudiadas.Asimismo, se estudió el efecto del potasio sobre la expresión en las célulasayunadas añadiendo para ello, posteriormente al tratamiento de ayuno de4 horas, 50 mM de KCl y analizando la expresión de los genes en esa condición(Figura 21). Comprobamos cómo, mientras que la expresión de TRK1 permanecióde nuevo prácticamente inalterable, la expresión de HAK1 disminuyóinmediatamente hasta alcanzar los niveles de expresión de la condición control enmenos de 30 minutos. Estos resultados mostraron y confirmaron la regulacióntranscripcional de HAK1, y no de TRK1, sugiriendo la importancia de HAK1 en eltransporte de potasio en H. polymorpha.
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Figura 21. Expresión relativa de HpHAK1 y HpTRK1 en diferentes condiciones. Se determinó elnivel de expresión de HpHAK1 y HpTRK1 por qRT-PCR y los resultados se expresan como veces queincrementa la cantidad de transcrito respecto a la condición control. Las células de H. polymorpha secultivaron en medio YNB-F con KCl 50 mM (control) y posteriormente fueron sometidas a diferentescondiciones y tiempos de ayuno de potasio que se indican en la parte inferior del eje horizontal. Porun lado las células fueron ayunadas de potasio y se tomaron muestras del transcrito a lo largo deltiempo de ayuno durante 4 horas, y por otro lado, tras las 4 horas de ayuno se le añadió KCl 50 mM yse analizaron los niveles de expresión en muestras recogidas a los tiempos indicados durante 2horas. Las barras de error corresponden a las desviaciones típicas calculadas a partir de 3repeticiones biológicas independientes.



















de expresión que la cepa silvestre cuando ésta fue ayunada de potasio durante 2horas. Por otro lado, observamos de nuevo como el gen TRK1 no mostróvariaciones significativas en su expresión.Los resultados obtenidos confirmaron que, mientras que el gen TRK1 noestá regulado transcripcionalmente, al menos de forma importante, el gen HAK1 sitiene regulación transcripcional y que la interrupción del gen TRK1 (en la cepa
Δtrk1) de alguna forma estimula la expresión relativa de HAK1.
Figura 22. Expresión relativa de HpHAK1 y HpTRK1 en distintas cepas y diferentes condiciones




































ANÁLISIS DE LA FUNCIÓN DE LOS TRANSPORTADORES DE





En este tercer capítulo se analiza la función que tienen los transportadoresde potasio Hak1 y Trk1 en la homeostasis de cationes tóxicos como son el sodio yel litio en la levadura Hansenula polymorpha. Para ello se realizaron análisisfenotípicos de crecimiento en medio sólido y líquido, contenido y flujo de cationes,y expresión de genes.Algunos de los experimentos se realizaron en presencia de litio en lugar decon sodio, ya que este último es muy abundante en los ecosistemas naturales y ellitio, más fácil de analizar, es considerado un análogo tóxico de sodio. Los ensayosse realizaron tanto en medio YPD como en medio YNB e YNB-Formedium, y losresultados obtenidos fueron cualitativamente iguales en todos los mediosempleados. A lo largo de este capítulo se muestran gráficas obtenidas a partir deensayos realizados en los diferentes medios.
1. Análisis fenotípico de cepas carentes de sistemas de transporte de
potasio en presencia de sales
Con el fin de estudiar el efecto de las sales sobre el crecimiento de
H. polymorpha, se analizó el efecto de cationes tóxicos como el litio y el sodiomediante test de goteo en medio sólido. Cuando el medio se suplementó con unaconcentración elevada de sodio (0,7 M) o litio (10 mM) se observó un crecimientomuy similar en la cepa silvestre y en la cepa hak1, que fue ligeramente mássensible, mientras que el mutante ∆trk1 mostró una alta sensibilidad a dichoscationes. También es de resaltar que el crecimiento del doble mutante se recuperóparcialmente en comparación con el del mutante simple ∆trk1 tanto en sodio comoen litio (Figura 23).
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Figura 23. Efecto del sodio y el litio en el crecimiento de las cepas de H. polymorpha. El ensayose llevó a cabo mediante un test de goteo en el que se sembraron diluciones seriadas de cada cepa,partiendo de una suspensión celular (A600nm=0,1). Se realizó en medio YPD suplementado condistintas concentraciones de NaCl o LiCl. Las placas se incubaron a 37 ºC durante 48-72 horas.
De forma complementaria se estudió el efecto de las sales sobre elcrecimiento de las cepas en medio líquido. Las cepas crecieron en medio YNB-Fcon 50 mM de potasio (KCl) y suplementadas con diferentes concentraciones desodio (de 0 a 1,1 M NaCl). Cuando el medio se suplementó con una bajaconcentración de sodio, el crecimiento en las cepas fue prácticamente similar,mientras que a elevadas concentraciones del catión, el mutante simple ∆trk1presentó un crecimiento claramente más lento respecto al resto de las cepas(Figura 24), confirmándose de esta manera la observación realizada previamenteen placas. Igualmente, el mutante ∆hak1 fue ligeramente más sensible que la cepasilvestre y el doble mutante ∆hak1∆trk1 presentó un crecimiento mejor que el dela cepa ∆trk1.
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Figura 24. Crecimiento en presencia de distintas concentraciones de sodio. Las cepas NCYC495, el mutante simple ∆hak1, ∆trk1 y el doble mutante ∆hak1∆trk1 crecieron a 37 ºC en mediolíquido YNB-F suplementado con 50 mM de KCl y distintas concentraciones de NaCl. En la gráfica losresultados obtenidos se expresan como µ (constante específica de velocidad de crecimiento).
2. Contenido interno de sodio
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suplementado con sodio, se observaron diferencias significativas tanto en laacumulación de potasio como en la de sodio. En este caso, observamos que la cepa
∆trk1 destacó entre las demás, ya que contenía una mayor cantidad de sodio y, a lavez, acumuló menor cantidad de potasio interno respecto al resto de cepas lo quepuede estar relacionado con su mayor sensibilidad (Figura 25B).
Figura 25. Contenido de potasio y sodio intracelular de la cepa NCYC 495 y las cepas mutantes
en el sistema de transporte Hak1 y Trk1. Las células crecieron en medio líquido YPD (A) o YPDsuplementado con 0,5 M de sodio (B). Las barras de error representan las desviaciones típicas de tresexperimentos independientes.
3. Análisis de los cambios de sodio/litio extracelular.












































con potasio (50 mM), fueron ayunadas de KCl durante 2 horas y luego seresuspendieron en tampón MES con glucosa (2%) con bajas concentraciones desodio (100 μM) o litio (100 μM) donde se midieron posteriormente los cambios delcatión del medio líquido.Al contrario de lo que se observó en el análisis del contenido de potasio delmedio dónde la cepa silvestre y el mutante simple ∆trk1 tomaron inmediatamenteel potasio del medio mostrando un sistema de transporte eficaz (Capítulo 2), losresultados mostraron que en este caso, ninguna de las cuatro cepas disminuyó elcontenido de sodio o litio del medio de manera notable, permaneciendo elcontenido del mismo prácticamente invariable a lo largo del tiempo e indicandoasí la inexistencia de un sistema de transporte de alta afinidad por dichos cationestóxicos. En las figuras también se representa la afinidad de la cepa silvestre por elpotasio (Capítulo 2), con el fin de poder comparar los resultados obtenidos. Seobserva cómo una misma cepa tiene afinidades distintas, alta (K⁺)	o	baja	 (Na⁺	o	Li⁺),	dependiendo	del	catión	estudiado	(Figura 26).





























































4. Estudio de los flujos de entrada de litio (sodio)
El siguiente objetivo fue determinar el efecto de la mutación en HAK1 y
TRK1 sobre los flujos de sodio al interior celular. Por las razones indicadas al iniciode este capítulo, se utilizó litio como un análogo del transporte de sodio parapoder calcular más adecuadamente la velocidad de entrada del catión.En un primer paso se estudió la entrada de litio a la célula mediante suadición al medio de cultivo. El ensayo se llevó a cabo en células crecidas en medioYPD. A tiempo cero, se añadió la cantidad de 100 mM de LiCl al medio y setomaron muestras de la entrada del catión durante un tiempo determinado(30 minutos). Las medidas se llevaron a cabo mediante espectrofotometría deabsorción atómica (ver Materiales y Métodos).Los resultados mostraron que la entrada de litio en células normales fuesimilar entre las cepas, destacando el hecho de que el transporte de litio en elmutante simple ∆trk1 fue ligeramente más rápido y acumuló más catión al final delensayo respecto al resto de cepas (Figura 27).























Con el fin de profundizar en el estudio del transporte de litio en la levadura
H. polymorpha se realizó un segundo experimento de análisis de flujo de entradadel catión en las cepas. En esta ocasión, las cepas crecieron en medio YPDsuplementado con 0,5 M de NaCl. Al igual que en el anterior ensayo, a tiempo cerose añadió la cantidad de 100 mM de LiCl al medio y se tomaron muestras de laentrada del catión durante un tiempo determinado (40 minutos). Asimismo, enesta ocasión, también se estudió el contenido interno de potasio, y sodio presentesal inicio y final del ensayo con el fin de ver la variación de la acumulación internade dichos cationes en las células. Los resultados mostraron que, en el caso deltransporte de litio por parte de células crecidas en presencia de sodio, el flujo deentrada de litio en la cepa ∆trk1 fue más rápido y en mayor cantidad a lo largo deltiempo (Figura 28). Además, observamos que, al crecer, la acumulación del catiónsodio, por parte de la cepa ∆trk1, fue la más elevada, tanto al inicio como al finaldel ensayo, mientras que la acumulación de potasio por parte de dicha cepa fue lamás baja respecto al resto (Figura 29). En definitiva, en células crecidas con sodioy en las que se analizó la entrada de su análogo (litio), el mutante ∆trk1 acumulómayores cantidades de los cationes tóxicos a la vez que menos potasio.
Figura 28. Entrada de Li⁺ en las cepas
crecidas en presencia de sodio. Lascélulas crecieron en YPD suplementadocon 0,5 M de NaCl a 37 ºC. A tiempo cerose añadió LiCl 100 mM. Se tomarondistintas muestras que fueronanalizadas por espectrofotometría deabsorción atómica, los resultadosobtenidos se expresaron en nmoles delcatión por mg de peso seco de células.En la figura se muestra un experimentorepresentativo.
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Figura 29. Contenido de potasio y sodio intracelular de las cepas. Las células crecieron en mediolíquido YPD suplementado con 0,5 M de NaCl. A tiempo cero se le añadió 100 mM de LiCl. Se tomaronmuestras, a tiempo 0 y a 40 minutos (coincidiendo con el inicio y final del ensayo de transporte), quefueron analizadas por espectrofotometría de absorción atómica. Los resultados obtenidos semidieron en nmoles del catión por mg de peso seco de células. En la figura se muestran los datosobtenidos de potasio (A) y sodio (B) del experimento de la Figura 28.
5. Expresión de los genes en presencia de sodio
Con el objetivo de estudiar el efecto de la presencia de sodio en laexpresión de los genes HAK1 y TRK1, analizamos mediante qRT-PCR la expresiónde los mismos ante diferentes condiciones de presencia de sodio.De forma complementaria a los ensayos de qRT-PCR realizados en elcapítulo 2, se llevó a cabo un experimento adicional consistente en la adición de50 mM de NaCl al comienzo de la fase de ayuno de potasio. Para ello, las célulascrecidas en medio YNB-F sin limitaciones de potasio fueron ayunadas de KCl en unmedio YNB-F en presencia de sodio (50 mM NaCl). La sustitución del potasio porsodio durante el ayuno provocó una expresión de HAK1 similar a la obtenida en lacondición de ayuno de potasio sin NaCl, lo que parece indicar que sólo la presenciade potasio, y no la de sodio, mantiene bajos los niveles de expresión de HAK1 en








































Figura 30. Expresión relativa de HpHAK1 y HpTRK1 en diferentes condiciones. Las células de
H. polymorpha se cultivaron en medio YNB-F con KCl 50 mM (control) y posteriormente fueronsometidas a distintas condiciones y tiempos de ayuno de potasio que se indican en la parte inferiordel eje horizontal (con/sin NaCl añadido 50 mM). Se analizaron los niveles de expresión medianteqRT-PCR en muestras recogidas a los tiempos indicados durante 2 horas. Las barras de errorcorresponden a las desviaciones típicas calculadas a partir de 3 repeticiones biológicasindependientes.
Con el fin de obtener más información acerca del posible efecto reguladordel sodio sobre la expresión de HAK1, se estudió de forma adicional el efecto dedicho catión sobre células previamente ayunadas de potasio. Para ello, a las célulasde levaduras sometidas a tratamiento de ayuno de potasio durante dos horas seañadió 50 mM de NaCl, momento en el que los niveles de expresión alcanzaron sunivel más elevado.Los resultados mostraron que mientras que la sobreexpresión de HAK1 seredujo totalmente cuando se le añadió potasio (50 mM KCl) (ver Capítulo 2), eneste caso, el efecto del sodio no fue tan elevado y la disminución de la expresión de




















Figura 31. Evolución de los niveles de transcrito de HpHAK1 a lo largo del tiempo. Las células secultivaron en medio YNB-F líquido sin limitaciones de potasio y posteriormente se incubaron enayuno de potasio, tomando muestras a lo largo tiempo (línea azul). A las dos horas de ayuno(indicado por la flecha), se añadió a los cultivos 50 mM de KCl (línea roja) o 50 mM de NaCl (líneaverde) y se analizaron los niveles de transcrito en muestras recogidas a los tiempos indicados hastalas 4 horas.
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Figura 32. Expresión relativa de HAK1 y TRK1 en presencia de NaCl de la cepa silvestre y los
mutantes Δhak1 y Δtrk1. Las células de H. polymorpha se cultivaron en medio YNB-F con 50 mMsuplementado con 0,5 M de NaCl y se determinó el nivel de expresión de HAK1 y TRK1 por qRT-PCR.Las barras de error corresponden a las desviaciones típicas calculadas a partir de 3 repeticionesbiológicas independientes.
6. Estudio del papel de la calcineurina
Llegados a este punto, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en losque la cepa Δtrk1 muestra unas características claramente distintas al resto de lascepas en presencia de sales, nuestro siguiente objetivo fue obtener másinformación sobre la regulación del papel que tienen los transportadores Hak1 y/oTrk1 en la homeostasis de sales tóxicas (sodio o litio). Los resultados presentadoshasta aquí son compatibles con un papel de Hak1 en la entrada de sodio. Elmutante Δtrk1 mostraría una mayor expresión de HAK1 y eso estaría relacionadocon su sensibilidad. Durante la realización de esta Tesis, el grupo del Dr. Siverio hademostrado que la calcineurina tiene un papel regulador sobre la expresión de




















6.1. Crecimiento en medio sólidoSe estudió el efecto de las sales, litio y sodio, sobre el crecimiento de lascepas construidas con pHAK1-lacZ. Para ello se realizaron test de goteo en mediosólido YPD suplementado con litio o sodio. Tal y como se puede observar en laFigura 33, en YPD todas las cepas tienen un buen crecimiento, sin embargo,cuando se suplementó el medio con sales se observó que, mientras las cepassilvestre y Δcnb1 tuvieron un crecimiento normal, la cepa Δtrk1 presentó una altasensibilidad mostrando un crecimiento más pobre. Esta sensibilidad desaparecióen el doble mutante Δtrk1Δcnb1.Por un lado, mediante este experimento se apoyó la idea de que Hak1 nosólo funciona como transportador de potasio en H. polymorpha sino que tiene unpapel fundamental en el transporte de sales, ya que vimos como la cepa
Δtrk1Δcnb1 (en la que HAK1 está reprimido por la interrupción de CNB1) recuperael fenotipo de la cepa silvestre en presencia de sales, al igual que sucedía con lacepa Δhak1Δtrk1 (Capítulo 3. Punto 1). Y por otro lado, se confirmó que de algunaforma el transportador Trk1 actúa como regulador de Hak1, ya que la cepa Δtrk1es la única que muestra un fenotipo de alta sensibilidad a sal, sin embargo cuandoel transportador Trk1 está presente (cepa silvestre) el fenotipo no se observa(Figura 33).
Figura 33. Efecto del sodio/litio en el crecimiento de las cepas de H. polymorpha con la
construcción pHAK1-lacZ. Ensayo realizado mediante test de goteo en medio YPD suplementadocon NaCl o LiCl, en el que se sembraron diluciones seriadas de cada cepa partiendo de unasuspensión celular (A600nm=0,1). Las placas se incubaron a 37 ºC durante 48-72 horas.
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6.2. Contenido interno de cationesDe forma complementaria, se estudió el contenido interno de los cationessodio, litio y potasio cuando las cepas (con la construcción pHAK1-lacZ) fueroncrecidas en diferentes condiciones de cultivo, con el fin de confirmar si lasensibilidad de la cepa Δtrk1 en medio sólido en presencia de sales podría debersea una acumulación mayor de cationes. Para ello las cepas crecieron en medio YPDen presencia de litio (5 mM LiCl) o sodio (0,5 M NaCl).Los resultados obtenidos mostraron que en ambas condiciones, las cepastienen un contenido de potasio similar, a excepción de la cepa Δtrk1, la cual enpresencia de sodio (0,5 M) acumuló aproximadamente un 25% menos de potasioque el resto de las cepas. Con respecto al contenido de cationes tóxicos (sodio olitio), resalta el hecho de que en ambas condiciones la cepa Δtrk1 acumuló mayorcantidad respecto a las restantes cepas, confirmando así que la mayor acumulaciónde cationes tóxicos debe estar directamente relacionada con la sensibilidadobservada (Figura 34).
Figura 34. Contenido de sodio, litio y potasio intracelular de las cepas construidas con









En este último capítulo se muestran los resultados obtenidos tras elestudio de diferentes aspectos para la caracterización de la levadura Hansenula
polymorpha, complementarios con los distintos estudios relativos a la homeostasisde cationes descritos anteriormente.Los ensayos se realizaron tanto en medio YPD como en medio YNB eYNB-Formedium, y los resultados obtenidos fueron cualitativamente iguales entodos los medios empleados. A lo largo de este capítulo se muestran los resultadosobtenidos a partir de ensayos realizados en los diferentes medios.
1. Crecimiento en presencia de distintas drogas catiónicas
Mediante test de goteo en medio sólido se estudió el efecto de distintasdrogas catiónicas sobre el crecimiento de la cepa silvestre de H. polymorpha y delas cepas carentes de los sistemas de transporte de potasio (∆hak1, ∆trk1 y
∆hak1∆trk1). La sensibilidad a drogas catiónicas se suele utilizar en S. cerevisiaecomo índice indirecto de la hiperpolarización del potencial de membrana.El resultado de este ensayo fue que el uso de estas drogas en H. polymorphano es tan útil como en la levadura modelo ya que los resultados no fueronuniformes (Figura 35). Cuando las cepas crecieron en presencia de higromicina Bse observó un evidente crecimiento defectuoso de la cepa ∆trk1 mientras que elresto de las cepas mostraron un crecimiento normal. No obstante, cuando lascepas crecieron en presencia de TMA este fenotipo no fue tan claro y fue másdesapercibido. Por otro lado, en presencia de espermina no sólo la cepa ∆trk1mostró un crecimiento menor sino también la cepa ∆hak1 mostró un fenotiposensible a esta droga, aunque sorprendentemente el mutante doble ∆hak1∆trk1tuvo un crecimiento normal y similar al de la cepa silvestre.
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Figura 35. Efecto de los compuestos espermina, TMA e higromicina B sobre el crecimiento de
las cepas de Hansenula polymorpha. Las células crecieron en medio sólido YNB-F con 50 mM deKCl y suplementado con distintas concentraciones de espermina, TMA o higromicina B. En esta figurase muestra el crecimiento de gotas correspondientes a tres inóculos (1:1, 1:10, 1:100) obtenidosa partir de una suspensión de células (A600nm=0,1). Las placas se incubaron a 37 ºC durante 48-72horas.
2. Determinación del volumen celular
Como se demostró en el capítulo 2 y 3 del apartado de Resultados, existeuna diferencia en la acumulación de potasio y sodio por parte de las diferentescepas de Hansenula polymorpha estudiadas en la homeostasis de potasio y sodio.El tamaño celular podría verse afectado por esta diferencia de cationes internos,por este motivo decidimos estudiar los posibles cambios en el volumen celular dela cepa silvestre y las cepas carentes de los sistemas de transporte de potasio de
H. polymorpha.Se estudió el volumen de células crecidas en condición control(50 mM KCl) y sometidas a tratamiento de ayuno de potasio durante 2 horas. Elvolumen celular se determinó mediante el uso de un Cell Counter Z2 (Beckman-Coulter) y los valores obtenidos se expresaron en femtolitros (fL) (ver Materiales yMétodos).
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Figura 36. Ejemplo de cómo se obtienen los resultados del volumen celular a partir del
software específico COULTER AccuComp 3.01 de Beckman-Coulter. En la figura se muestra:gráfica general que representa el tamaño en µm de todas las partículas medidas (A); selección de unintervalo de valores lógico y representativo dentro de nuestro estudio (B); obtención de losparámetros estadísticos de ese intervalo representativo (C).
En la Figura 37 se muestran los resultados finales del estudio. Unaacumulación mayor de cationes podría relacionarse con un mayor volumencelular, pero nuestro estudio reveló que las cepas silvestre y ∆trk1 que acumulanligeramente más contenido potásico en condición control (ver Capítulo 2),mostraron un volumen menor respecto a las otras cepas en las condicionesestudiadas. Sin embargo, en la condición de ayuno sí que observamos una relaciónentre la acumulación de potasio y el volumen, siendo las cepas ∆hak1 y




Figura 37. Medida del volumen celular en las cepas de H. polymorpha en condición control y
en ayuno de potasio. Las células crecieron con 50 mM KCl (control), o con 50 mM KCl yposteriormente ayunadas de potasio durante 2 horas. Los resultados obtenidos fueron tratados porel programa estadístico SPSS, y representados mediante diagrama de caja.
De forma adicional, también se estudió el volumen celular de las cepascrecidas en presencia de sodio (0,5 M NaCl). En este caso, y teniendo en cuentacomo referencia los volúmenes de las cepas en condición control, cabe concluirque las medidas disminuyeron en todos los casos y que el doble mutante
∆hak1∆trk1 mantuvo un mayor volumen respecto a las otras cepas (Figura 38).Cabe destacar que la cepa la cepa ∆trk1, que acumula mayores cantidades de sodioen estas condiciones (ver Capítulo 3), no mostró un volumen significativamentediferente respecto al resto de cepas.
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Figura 38. Medida del volumen celular en las cepas de H. polymorpha en condición control y
en presencia de sodio. Las células crecieron en condición control (50 mM KCl) o en YNB-F con50 mM KCl suplementado con 0,5 M de NaCl. Los resultados obtenidos fueron tratados por elprograma estadístico SPSS, y representados mediante diagrama de caja.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, podemos decir que en lascondiciones estudiadas la acumulación catiónica no está relacionada directamentecon el volumen celular en el caso de la levadura H. polymorpha, o al menos no es elúnico factor a considerar.
3. Análisis del potencial relativo de membrana
En trabajos previos realizados con la levadura modelo S. cerevisiae (Madrid
et al., 1998; Navarrete et al., 2010) se ha demostrado que las cepas carentes de lossistemas de transporte de potasio presentan un potencial de membrana máselevado respecto a la cepa control (silvestre) y que el tratamiento aconcentraciones bajas o limitadas de potasio provoca una hiperpolarización delpotencial relativo de membrana, siendo éste mayor en aquellas cepas que carecen
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de alguno de los transportadores de potasio. Con el fin de verificar si estacondición se da en H. polymorpha se midió el potencial relativo de membrana en lacepa silvestre y en las cepas carentes de los transportadores Hak1 y/o Trk1, adistintas condiciones de crecimiento y ayuno.Para llevar a cabo estos experimentos, se trataron las células de
H. polymorpha con amiodarona (AMD) para comprobar su efecto sobre el potencialrelativo de membrana. La AMD es un bloqueador de los canales iónicos de usoclínico como antiarrítmico, que puede tener amplios efectos antifúngicos y quedesencadena hiperpolarización de la membrana. En la Figura 39 vemos como laadición de AMD a la muestra provocó una hiperpolarización del potencial demembrana. De esta forma, comprobamos que la metodología para medir elpotencial relativo de membrana en S. cerevisiae (Marešová et al., 2009) funcionabacorrectamente en la levadura H. polymorpha.




















Estudiamos el potencial relativo de membrana en células crecidas encondición normal (YNB-F con 50 mM KCl), y en células sometidas a diferentestiempos de ayuno de potasio. Los resultados mostraron que al contrario de lo queocurre en la levadura modelo S. cerevisiae, donde las cepas mutantes en lostransportadores de potasio presentan hiperpolarización respecto a la silvestre, enla levadura H. polymorpha las cepas que carecen de alguno de los sistemas detransporte de potasio muestran una cierta despolarización en condición control.De igual forma es sorprendente que en estados de ayuno todas las cepasestudiadas no presenten una hiperpolarización respecto a la condición controlsino que, al someterlas a tratamiento de ayuno de potasio, su potencial relativo demembrana va disminuyendo y esta despolarización es mayor conforme mástiempo se vean sometidas a estado de ayuno. Por otro lado cabe señalar que, ladespolarización del potencial de membrana fue mayor en las cepas ∆hak1 y
∆hak1∆trk1, las cuales disminuyeron de forma drástica su potencial respecto a lacondición control y al resto de cepas. En el caso de la cepa silvestre y la cepa ∆trk1la disminución del potencial fue menor y sorprendentemente la cepa ∆trk1 fue laque mostró unos valores más cercanos a los de la cepa silvestre (Figura 40).
Figura 40. Potencial relativo de
membrana de H. polymorpha en
células normales y células
ayunadas de potasio. Las célulascrecieron en medio control(50 mM KCl) y posteriormentefueron ayunadas de potasiodurante diferentes tiempos. Semidió el ratio de emisión defluorescencia I580/I560 de la sondadiS-C3(3). Las barras de errorrepresentan las desviacionestípicas de tres experimentosindependientes.
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De igual manera, se estudió también el potencial relativo de membrana enlas cepas cuando fueron sometidas a presencia de sodio. Las cepas crecieron enYNB-F con 50 mM de KCl y 0,5 M de sodio. Los resultados obtenidos secompararon con los datos de la condición control. Al igual que ocurrió con lascepas ayunadas, el potencial relativo de membrana presentó una disminución, unadespolarización, en todas las cepas. Cabe destacar que, en este caso, todas lascepas mutantes presentaron un potencial relativo de membrana similar y, una vezmás, menor al de la cepa silvestre (Figura 41).
Figura 41. Potencial relativo de
membrana en cepas de H.
polymorpha crecidas en condición
normal y en presencia de sodio. Lascélulas crecieron en YNB-F con 50 mMde KCl (control) y en YNB-F con 50 mMde KCl y 0,5 M de NaCl. Posteriormentese midió el ratio de emisión defluorescencia I580/I560 de la sonda  diS-C3(3). Las barras de error representanlas desviaciones típicas de tresexperimentos independientes.
4. Efecto de la glucosa en la variación del pH extracelular
Sabiendo que la monitorización de la acidificación del medio sirve para:estudiar la inducción de la ATPasa Pma1 por glucosa en el caso de la levadura
S. cerevisiae; comparar los efectos de diferentes mutaciones en el índice deacidificación; investigar la fuerza del promotor que regula la expresión de labomba de protones; o para poner a prueba el efecto de los inhibidores de la bombade protones, decidimos estudiar la variación del pH extracelular de las cepas de
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H. polymorpha. Para ello las células crecieron en YNB-F con 50 mM de KCl. Lascepas fueron ayunadas de glucosa durante una hora en el mismo medio y,posteriormente se añadió glucosa a una concentración final de 2%. El proceso fuemonitorizado en todo momento mediante un lector de microplacas (VerMateriales y Métodos).Los resultados mostraron que durante el proceso de ayuno de glucosa, elpH del medio se mantuvo estable. Tras una hora en ausencia de glucosa, la adiciónde ésta originó una disminución del pH, provocando una acidificación del medio.Se observó que las cepas mutantes en los sistemas de transporte de potasiopresentaron una disminución del pH del medio más rápida y mayor que la cepasilvestre, la cual presentó una acidificación más lenta y con valores más bajos a lolargo del tiempo (Figura 42).






















Hansenula polymorpha es una levadura “no convencional” de gran interés ypotencial utilidad en procesos biotecnológicos. Se trata de una levadurametilotrófica y termotolerante, capaz de crecer a más de 50 ºC. H. polymorpha esuna levadura de interés ya que es considerada como una de las levaduras noconvencionales más importantes tanto a nivel industrial, por ejemplo en laproducción de proteínas recombinantes o la obtención de vacunas para lahepatitis B; como en investigación, en el estudio del metabolismo de metanol, laasimilación de nitratos, etc.Hasta el momento de la realización de este trabajo ha sido muy escasa lainformación publicada sobre la homeostasis de potasio y sodio en H. polymorpha.Gracias a una investigación previa llevada a cabo en el laboratorio del Dr. J.M.Siverio (ULL), sabemos que la proteína Ure2 contribuye a la tolerancia de Na⁺/Li⁺	de H. polymorpha regulando positivamente la expresión de ENA1, además departicipar en la represión catabólica del nitrógeno (Rodríguez et al., 2010).La mayoría de las levaduras poseen dos sistemas de transporte de potasioen la membrana plasmática (Hak y/o Trk), como S. cerevisiae y S. pombe quecuentan con dos transportadores pertenecientes a la familia Trk (Tr1 y Trk2) o D.
hansenii y D. occidentalis que poseen un transportador de cada uno de los tipos(Hak1 y Trk1). No obstante, existen excepciones y algunas levaduras como Z. rouxiio C. glabrata, entre otras, sólo parecen poseer un transportador de potasio (Trk1)(Stříbný et al., 2012). El hecho de que la mayoría de levaduras posean más de unsistema transportador de potasio eficiente en la membrana plasmática,  demuestrala importancia de la función del potasio para las levaduras. En un trabajo previo aesta tesis, el grupo del Dr. J.M. Siverio consiguió identificar en el genoma de
H. polymorpha dos secuencias homólogas a los genes HAK1 y TRK1 que codificansistemas de transporte de potasio en la levadura D. occidentalis (anteriormentedenominada Schwannyomyces occidentalis). A lo largo de ese trabajo previo serealizó una primera comparación con otros genes homólogos y llegaron incluso a
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preparar mutantes correspondientes a estos genes (Δhak1, Δtrk1 y Δhak1Δtrk1)(Martín 2008; Cabrera 2011; Tesis Doctoral).Con estas premisas nos propusimos caracterizar la aportación de estos dosgenes a la homeostasis de potasio y sodio en H. polymorpha, abordando el estudiodesde una aproximación principalmente bioquímica y fisiológica.En nuestro caso, a partir de las secuencias de los genes obtenidas gracias algrupo del Dr. Siverio, realizamos un análisis de BLAST, alineamientos y árbolesfilogenéticos de las proteínas codificadas que confirmaron que los genes HAK y
TRK pertenecen a familias evolutivamente distanciadas y que mientras que
HpHak1 posee mayor similitud con las proteínas de las levaduras D. hansenii y D.
occidentalis, HpTrk1 es más similar a la proteína Trk2 de S. cerevisiae y Trk1 de D.
hansenii.
Aportación a la homeostasis de potasioDos tipos de experimentos indican la importancia de HAK1 en los flujos depotasio de H. polymorpha. Por una parte, los ensayos de crecimiento muestran undefecto de crecimiento a concentraciones bajas de potasio en los mutantescarentes del sistema de transporte Hak1. Por otra parte, los experimentos detransporte de rubidio (como análogo al potasio) refuerzan esta idea, ya que lasconstantes cinéticas del transporte se vieron muy afectadas en los mutantes Δhak1y Δhak1Δtrk1. La Km de las cepas con el gen HAK1 interrumpido fue 100 vecesmayor (1,5 y 1,7 mM) y su Vmax fue 3-4 veces menor que las de la cepa silvestre y
Δtrk1. De igual manera, estos mismos ensayos mostraron que, en las condicionesestudiadas, la aportación de TRK1 a la homeostasis de potasio es muy limitada, yaque tanto el crecimiento como el transporte de rubidio se vieron muy pocoafectados por la disrupción de este gen. De hecho, y en relación a la homeostasis depotasio, TRK1 fue un gen totalmente dispensable en cualquiera de las condicionesestudiadas.
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Con respecto a la expresión de estos genes en diversas condicionesanalizadas, hemos demostrado que HAK1 está sometido a una fuerte regulacióntranscripcional, se expresa más en condiciones de potasio limitado o en ausenciade éste, y su expresión se inhibe en presencia del catión, tal y como sucede, porejemplo, en la levadura D. occidentalis (Bañuelos et al. 2000). Por otro lado hemosobservado que la expresión de TRK1 prácticamente no está regulada en lascondiciones experimentales estudiadas en este trabajo. Esto coincide con lainformación que ya disponemos de otras levaduras como D. occidentalis (Bañuelos
et al., 2000) o D. hansenii (Prista et al., 2007; Martínez et al., 2011) donde noencontramos evidencia experimental de la regulación transcripcional de TRK1bajo condiciones de estrés relacionadas con los cationes o el ayuno de éstos, o conel caso de N. crassa en el que se ha demostrado recientemente la expresiónconstitutiva del gen (Rivetta et al., 2013). Un resultado muy novedoso es que enausencia de TRK1, la expresión de HAK1 en H. polymorpha resulta incrementada enlas condiciones de potasio estudiadas (50, 3 y 0,5 mM KCl), sugiriendo un ciertopapel (directo o indirecto) de TRK1 en la regulación de la expresión de HAK1.En las levaduras, S. cerevisiae y S. pombe, en las que se ha estudiado eltransporte en los mutantes que carecen de sus sistemas de transporte (trk1trk2),las características cinéticas y el crecimiento indican que tienen muy poca afinidadpor el potasio, apenas crecen en concentraciones menores de 10 mM KCl y poseenademás una cinética de muy baja afinidad, con una Km mayor de 20 mM(Navarrete et al., 2010). Sin embargo, en nuestro caso, el doble mutante de
H. polymorpha (Δhak1Δtrk1) crece en concentraciones mucho menores de potasio(0,5 mM KCl), y  muestra un crecimiento similar al de la cepa silvestre en presenciade cantidades de potasio superiores a 5 mM. Asimismo, cabe señalar que esta cepatiene una cinética de mayor afinidad en condiciones de ayuno de potasio respectoa la levadura modelo, con una Km de 4,5 mM. A pesar de que en un primer análisisdel genoma de H. polymorpha no se han encontrado indicios de la presencia de untransportador adicional a los dos descritos, los resultados obtenidos en estetrabajo sugieren la posible existencia de una tercera proteína, diferente a HpHak1
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y HpTrk1, implicada en el transporte con una cierta especificidad. La existencia deuna especie de levadura que lleve tres transportadores en la membranaplasmática para la captación de K⁺	no	es	una	excepción, ya que se ha demostradoque las levaduras Pichia stipitis y Pichia sorbitophila, además de genes HAK1 y
TRK1, también llevan un gen perteneciente a la familia de las ATPasas Acu (AlkaliCation Uptake), que median la absorción de K⁺	y	Na⁺	(Benito	et al., 2004; Arino et
al., 2010). La Figura 43 muestra el mecanismo de transporte de K⁺	 que	proponemos teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo.
Figura 43. Modelo propuesto para el mecanismo de transporte de K⁺	 en	H. polymorpha. Encondiciones no limitantes de potasio, la expresión de HAK1 no estaría activada y, aunque Trk1 yHak1 podrían colaborar en la absorción de K⁺, es concebible un cierto papel de Trk1 en el transporte(A). Cuando el potasio está restringido, Hak1 actúa como transportador principal, pasando la funciónTrk1 a un segundo plano. En otros organismos se ha propuesto que en estas condiciones Hak1funciona acoplado con protones (B). Un tercer transporte de potasio es posible cuando no sonfuncionales ni Hak1 ni Trk1 en condiciones  de potasio medio-alto (C).
Una pregunta que ha quedado sin resolver a lo largo de este trabajo, es larelacionada con el comportamiento del potencial relativo de membrana. En




nuestro caso, ambas condiciones (disrupción de los genes de transporte o ayunode potasio) produjeron una despolarización de la célula. Si la metodologíautilizada es correcta, como así lo indican los hechos de que ya ha sido utilizada conéxito en otras levaduras como S. cerevisiae y D. hansenii (Navarrete et al., 2010;Martínez et al., 2011) y de que la amiodarona hiperpolariza la célula (Figura 39),los resultados indican un comportamiento completamente  diferente a lo esperadoen H. polymorpha. Aunque no tenemos una explicación definitiva para estoshechos, merece la pena señalar que, al igual que en nuestro caso, recientemente seha publicado que la levadura Z. rouxii muestra una despolarización de lamembrana plasmática en condiciones de ayuno de potasio (Stříbný et al., 2013)aunque, por otro lado, al igual que ocurre en S. cerevisiae, la disrupción de losgenes de transporte provoca hiperpolarización. Los resultados obtenidos al medirla acidificación del medio, quizás den una pista para explicar el comportamientodel potencial de membrana. Cualquiera de los mutantes produjo una disminucióndel pH extracelular más rápida que la observada en la cepa silvestre, lo que podríacorroborar que quizás, la regulación de los flujos de protones en H. polymorphapodría ser diferente a la que conocemos de la levadura modelo S. cerevisiae, dondese ha demostrado que las cepas carentes de los transportadores de membrana depotasio realizan una acidificación del medio más lenta que la cepa silvestre(Lapathitis y Kotyk, 1998)
Aportación a la homeostasis de sodioEn la levadura modelo S. cerevisiae, la eliminación de los transportadoresde potasio Trk1 y Trk2 conlleva una mayor sensibilidad al estrés salino (Gomez et
al., 1996). Este efecto ha sido explicado sobre la base de un incremento en laacumulación de sodio a través del sistema residual e inespecífico actuando enestos mutantes. En este trabajo demostramos que también en H. polymorpha, ladisrupción de HAK1 o TRK1 produce una mayor sensibilidad a sodio y a litio.Recientemente se ha publicado que algunas levaduras y hongos estándotados de un sistema de transporte con alta afinidad por sodio (Benito et al.,
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2004). Nosotros demostramos en este trabajo que la situación en la levadura
H. polymorpha es diferente. Ni la cepa silvestre ni los diversos mutantes Δhak1,
Δtrk1 o Δhak1Δtrk1 fueron capaces de tomar cantidades significativas de sodio olitio del medio cuando estos cationes se encontraban a concentracionesmicromolares. Sin embargo, resulta muy interesante el hecho de que el mutante
Δtrk1 fue mucho más sensible que el mutante Δhak1, cuando en este trabajo se hadescrito un papel mucho más importante en la homeostasis de potasio para eltransportador Hak1 que para Trk1. Efectivamente, el mutante Δtrk1 creció muchomás lento, acumuló más sodio y menos potasio que la cepa silvestre o que elmutante Δhak1 en presencia de NaCl. Más sorprendente aún fue el hecho de que eldoble mutante Δhak1Δtrk1 recuperara en buena medida la capacidad de tolerarsodio y acumulara menos sodio en comparación con la cepa Δtrk1. Al mismotiempo, como hemos comentado anteriormente, con la disrupción de TRK1, laexpresión de HAK1 se vio favorecida y este hecho fue más evidente en presencia desodio. Todos estos hechos son congruentes con una situación en la que TRK1regularía negativamente de alguna manera la expresión de HAK1 en
H. polymorpha. En presencia de sodio y en ausencia de TRK1, la expresión de HAK1se vería favorecida y esta cepa transportaría más sodio al interior celular y seharía más sensible. Esto podría explicar la reversión del fenotipo de sensibilidad asodio en los mutantes Δhak1Δtrk1. De hecho en D. hansenii se ha propuesto que enpresencia de sodio, el simporte K⁺::H⁺	 caracterı́stico	 del	 transportador	 Hak1	funcionaría como un simporte K⁺::Na⁺	 favoreciendo	 la	 entrada	de	este	 catión	 endeterminadas condiciones (Martínez et al., 2011).Esta hipótesis se ve apoyada por los resultados obtenidos con las cepascarentes del gen de la calcineurina, Δcnb1 y Δcnb1Δtrk1. La calcineurina es unaproteína fosfatasa activada por Ca2⁺-calmodulina. La Dr. E. Cabrera durante eldesarrollo de su Tesis (2012) determinó mediante ensayos de inmunoblots que enausencia de potasio los niveles de Hak1 son casi indetectables en mutantes Δcnb1,demostrando así que la expresión de HAK1 en respuesta a la ausencia de K⁺ esmediada por la calcineurina. El hecho de que el mutante Δcnb1Δtrk1 tolere más
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sodio y acumule menos cantidad de este catión que el mutante Δtrk1 podría serexplicado gracias a la falta de proteína Hak1 en estos mutantes. Cabe destacar que,recientemente se ha demostrado por primera vez como la calcineurina actúadirectamente en la desfosforilación de una α-arrestina regulando la función deltráfico vacuolar de ésta última (O'Donnell et al., 2013). Esto mismo es lo quepodría estar ocurriendo con la función de Hak1. La información aportada durantela presente Tesis en las condiciones estudiadas sugiere el mecanismo detransporte de entrada de Na⁺	que	se	muestra	en	 la	Figura	44. Este modelo tieneque completarse, pero contiene las principales funciones del sistema.
Figura 44. Esquema propuesto del mecanismo de transporte de Na⁺	 en	H. polymorpha. Enpresencia de potasio no limitante y elevado sodio: Hak1 transporta bajas cantidades de sodio (A); laausencia de TRK1 estimula el transporte de sodio a través de Hak1 (B); cuando HAK1 está ausente,Trk1 solamente transporta potasio (C)








 Los genes denominados HAK1 y TRK1 codifican los principales transportadoresde potasio de Hansenula polymorpha.
 Hak1 es un sistema de transporte de potasio de alta afinidad requerido paracrecer a bajas concentraciones de potasio.
 HpHAK1 está fuertemente regulado a nivel transcripcional y su expresiónse estimula en condiciones limitantes de potasio. HpTRK1 no estásignificativamente regulado transcripcionalmente y parece mantener unaexpresión constitutiva.
 Trk1 tiene un papel fundamental en la halotolerancia de H. polymorpha. Laausencia de HpTRK1 provoca sensibilidad a sodio y estimula la expresión de
HpHAK1, especialmente en presencia de sodio.
 Proponemos que a través del transportador Hak1 las células de H. polymorphaacumulan más cantidad de sodio y litio, haciendo a la cepa más sensible a estoscationes. En este proceso jugaría un papel importante la proteína fosfatasacalcineurina.







H. polymorpha is a methylotrophic thermotolerant non-conventional yeast,that is able to grow at over 50 ºC. The increasing interest on this organism is basedon the great diversity of areas in which it can be useful. On one hand it isinteresting in the field of industrial microbiology (e.g. in the production ofrecombinant proteins on an industrial scale) and on other hand it is considered amodel for research (e.g. in the study of methanol metabolism and nitrateassimilation).Prior to this work the published information on potassium and sodiumhomeostasis in H. polymorpha has been very limited. Thanks to a previousinvestigation in the laboratory of Dr. J.M. Siverio (ULL), we know that Ure2 proteincontributes to Na⁺/Li⁺	 tolerance of H. polymorpha, upregulating the ENA1expression, besides participating in nitrogen catabolite repression (Rodríguez et
al., 2010).Most yeasts are endowed with two plasma membrane potassium transportsystems (Hak and/or Trk). For example S. cerevisiae and S. pombe have twotransporters belong to the Trk family (Tr1 and Trk2) while D. hansenii and D.
occidentalis have one transporter of each type (Hak1 and Trk1). However, thereare exceptions and some yeasts such as Z. rouxii and C. glabrata, among others,seem to possess only one potassium transporter (Trk1) (Stříbný et al., 2012). Thefact that most yeasts possess more than one efficient potassium transport systemin the plasma membrane, demonstrates the importance of the role of potassiumfor yeast. In a previous work to this Thesis, the group of Dr. Siverio identified in
H. polymorpha genome two sequences with high similarity to TRK1 and HAK1 of
D. occidentalis (formerly called Schwannyomyces occidentalis). In that work a firstcomparison with other homologous genes was performed and mutants for thesegenes were constructed (Δhak1, Δhak1 and Δtrk1Δtrk1) (Martín, 2008; Cabrera2011; Doctoral Thesis).
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In this scenario, we decided to characterize the contribution of these genesto the sodium and potassium homeostasis in H. polymorpha, from a biochemicaland physiological point of view.In our case, we used gene sequences obtained thanks to the group ofDr. Siverio, to perform a BLAST analysis, alignments and phylogenetic trees of theencoded proteins. Results confirmed that HAK and TRK genes belong toevolutionarily distant families and that HpHak1 has greater similarity to
D. hansenii and D. occidentalis proteins, while HpTrk1 is more similar to Trk2protein of S. cerevisiae and Trk1 of D. hansenii.
Contribution to potassium homeostasis
Two different set of experiments indicate the importance of HAK1 in
H. polymorpha potassium fluxes. On one hand, growth assays show a growth defectat low potassium concentrations in mutants with disrupted gene. Moreover, therubidium (a potassium analogue) transport experiments reinforce this idea, sincethe transport kinetic constants were severely affected in Δhak1 and Δhak1Δtrk1mutants. The Km of the strains lacking HAK1 was 100 times higher(1.5 and 1.7 mM) and their Vmax was 3-4 times lower than wild type and Δtrk1strains. Moreover, under the studied conditions, the contribution of TRK1 topotassium homeostasis is very limited, since growth and rubidium transport werevery little affected by the disruption of this gene. In fact, TRK1 gene wascompletely dispensable in any of the studied conditions, in relation to potassiumhomeostasis.We have demonstrated that HAK1 is subjected to strong transcriptionalregulation, is expressed under potassium starvation or in the presence of limitingpotassium, and its expression is inhibited in the presence of this cation. This is alsothe case, for example, in D. occidentalis yeast (Bañuelos et al. 2000). On the otherhand we have observed that TRK1 expression was practically not regulated underthe experimental studied conditions in this work. This is in agreement with the
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information reported for D. occidentalis (Bañuelos et al., 2000) or D. hansenii(Prista et al., 2007, Martínez et al., 2011) where there is not experimental evidenceof a TRK1 transcriptional regulation. Very recently a constitutive expression of thisgene has been demonstrated also in Neurospora crassa (Rivetta et al., 2013). Anunexpected result is that in trk1 mutants, HpHAK1 expression is increased underthe conditions studied (50, 3 and 0.5 mM KCl). These results suggest a role (director indirect) of TRK1 in the regulation of HAK1 expression.In S. cerevisiae and S. pombe double mutants (trk1trk2) the kinetics oftransport and growth results indicate that they have an ectopic system with lowaffinity for potassium. They hardly grow at concentrations lower than 10 mM KCland they possess a very low affinity kinetic, with a Km higher than 20 mM(Navarrete et al., 2010). However, in our case, the double mutant of H. polymorpha(Δhak1Δtrk1) grows in much lower potassium concentrations (0.5 mM KCl) andshows a similar growth to wild strain in the presence of 5 mM potassium. It is alsoworth noting that, this strain has a higher affinity constant than S. cerevisiae wildtype (Km for rubidium of 4.5 mM). A preliminary analysis of the H. polymorphagenome do not show evidence on the presence of an additional potassiumtransporter, but the results obtained in this study suggest the possible existence ofa third different protein involved in the K⁺ transport with some specificity for thecation. The existence of a yeast species that carries three transporters in theplasma membrane mediating K⁺ influx is not an exception, since it has been shownthat Pichia stipitis and Pichia sorbitophila yeast, endowed with HAK1 and TRK1genes, also carry a gene belonging to the family of Acu ATPases (Alkali CationUptake), which mediates K⁺	and	Na⁺	uptake	(Benito et al. 2004; Arino et al., 2010).The following figure shows the K⁺	transport model that we propose according tothe results obtained in this work (Figure 45).
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Figure 45. Model of the mechanism proposed for K⁺ transport in H. polymorpha. Under non-limiting conditions, HAK1 expression would not be triggered, and Hak1 and Trk1 may contribute inthe K⁺	absorption, although Trk1 may have some role in transport (A). Under limiting conditions,Hak1 funtions as the main transporter. In other organisms has been proposed that under theseconditions Hak1 works as a proton cotransporter (B). The existence of a third potassium transport ispossible when Trk1 or Hak1 are not functional under medium-high potassium (C).
A question that remains open in this work is related to the behavior of therelative potential plasma-membrane. In S. cerevisiae it has been shown that strainslacking the Trk proteins (trk1,trk2 mutants) show a hyperpolarized plasmamembrane. In the same way, it has also been published that potassium starvationhyperpolarizes both wild type and trk mutant cells. In our case, both conditions(disruption of genes encoding the potassium transporters or K⁺-starvation) causeda depolarization of the cell. If our methodology is correct, as indicated by the factsthat: (i) it has been used successfully in other yeasts such as S. cerevisiae and D.




perhaps regulation of proton fluxes of H. polymorpha might be different to whatwe know for the model yeast S. cerevisiae in which it has been demonstrated thatstrains lacking the K⁺	transporters show a slower acidification of external mediumthan the wild strain (Lapathitis and Kotyk, 1998)
Contribution to sodium homeostasis
S. cerevisiaemutants lacking the potassium transporters Trk1 and Trk2 aresensitivite to salt stress (Gomez et al., 1996). This effect has been explained on thebasis of an increase in the accumulation of sodium through the residual andunspecific system acting in these mutants. In this work we show that also in
H. polymorpha, the disruption of TRK1 or HAK1 produces higher sodium andlithium sensitivity.It was recently reported that some yeasts and fungi are endowed with atransport system with high affinity for sodium (Benito et al., 2004). Wedemonstrate in this work that the situation in H. polymorpha is different. Neitherthe wild strain nor the mutants (Δhak1, Δtrk1 or Δhak1Δtrk1) were able totransport significant amounts of sodium or lithium when these cations were foundat micromolar concentrations in the medium. However, it is very interesting thatthe mutant Δtrk1 was much more sensitive than the mutant Δhak1 although in thiswork we have described that Hak1 has a much more important role in potassiumhomeostasis than Trk1. The mutant Δtrk1 grew much slower, accumulated moresodium and less potassium than wild type and Δhak1 strains in the presence ofNaCl. More surprising was the fact that the double mutant Δhak1Δtrk1 recoveredmuch of the ability to tolerate sodium and accumulated less sodium comparedwith Δtrk1. We have mentioned before, that HAK1 expression is activated in trk1mutants, this effect was even more evident in the presence of sodium. All thesefacts are in agreement with a scenario in which TRK1 would somehow regulatenegatively the HAK1 expression in H polymorpha. In the presence of sodium and inthe absence of TRK1, the expression of HAK1 would be triggered and this strainwould transport more sodium into the cell and would become more sensitive. This
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could explain the reversion of the phenotype of sodium sensitivity in the doublemutant Δhak1Δtrk1. In fact, it has been proposed that in D. hansenii, thecharacteristic K⁺::H⁺ symporter of the Hak1 transporter would function as aK⁺::Na⁺	 symporter  in the presence of sodium. This supports the idea of a Hak1mediated sodium transport process under certain conditions (Martínez et al.,2011). This hypothesis is supported by the results obtained with strains lackingcalcineurin gene, Δcnb1 and Δtrk1Δcnb1. The calcineurin is a protein phosphataseactivated by Ca2⁺-calmodulin. Dr. E. Cabrera during the development of her thesis(2012) showed by immunoblot assays that in the absence of potassium Hak1levels are almost undetectable in Δcnb1 mutants. This result indicates that HAK1expression in response to K⁺ starvation is mediated by calcineurin. The fact that
Δtrk1Δcnb1 tolerates more sodium and accumulates lower amount of this cationthan Δtrk1 could be explained by the lack of Hak1 protein. It is worth noting that, ithas recently been reported for the first time that the dephosphorylation of a -
arrestin by calcineurin regulates the vacuolar trafficking function of the -arrestin(O'Donnell et al., 2013). This is what might be occurring with Hak1 function. Themodel in Figure 46 summarizes our results concerning sodium homeostasis. Thismodel has to be refined but contains the main players of the system.




In summary, in this Thesis we have studied several aspects of potassiumand sodium homeostasis in Hansenula polymorpha and some information on theregulatory processes of sodium and potassium transport are provided. We havecharacterized potassium requirements and potassium transport kinetics in





 HAK1 and TRK1 genes encode the main potassium transporters of Hansenula
polymorpha.
 HAK1 is a high-affinity potassium transport system required to grow at lowpotassium concentrations.
 HpHAK1 is strongly induced in response to limiting potassium conditions.
HpTRK1 is not significantly transcriptionally regulated.
 Trk1 has a fundamental role in salt tolerance. The absence of HpTRK1 causessodium sensitivity and stimulates the expression of HpHAK1, especially in thepresence of sodium.
 We propose that Hansenula polymorpha cells accumulate high amounts ofsodium through the Hak1 transporter, and thereby the trk1 strain becomesmore sensitive to this cation. In this process, the calcineurin protein plays animportant role.
 K⁺-starvation or disruption of HAK1 and/or TRK1 induces depolarization of
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Durante el periodo de realización de mi Tesis Doctoral, he colaborado condiferentes laboratorios en la investigación y avance en el conocimiento de lahomeostasis de cationes, no sólo de Hansenula polymorpha sino también, de lalevadura modelo Saccharomices cerevisiae, de otras levaduras no convencionalescomo Debaryomyces hansenii, e incluso del virus del alga Chlorella. Todo estetrabajo se ha visto reflejado en diversas publicaciones científicas. Además, parte delos datos descritos en el Capítulo 2 de esta Tesis han sido ya publicados en elartículo científico de Cabrera et al. de 2011, llamado “K⁺ uptake systems in theyeast Hansenula polymorpha. Transcriptional and post-translational mechanismsinvolved in high-affinity K⁺ transporter regulation”.En este apartado ANEXO se incluyen los resúmenes de todos los artículoscientíficos en cuyo trabajo he formado parte (por orden de publicación), y elartículo completo de Cabrera et al. (2011).
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